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ВВЕДЕНИЕ 


В настоящее время общепризнано, что основным способом 
размножения клеток в организме служит митоз, обеспечиваю- 
щий равномерное распределение между дочерними клетками на- 
следственного материала, заключенного в ядре. Количество кле- 
ток, вступающих в единицу времени в митоз, определяет мито- 
тическую активность ткани, ее митотический режим. Поскольку 
в сформированном организме митоз длится сравнительно корот- 
кое время, митотический режим ткани зависит от особенностей 
прохождения клетками митотического цикла, включающего на- 
ряду с митозом и весь период подготовки к делению. Таким об- 
разом, можно регулировать уровень митотического деления кле- 
ток, оказывая влияние на прохождение клетками отдельных пе- 
риодов митотического цикла. 

Экспериментальные и клинические данные последних лет 
указывают на возможность регуляции митотического цикла и 
управления митотическим режимом отдельных органов путем 
воздействия на целый организм. Среди многочисленных факто- 
ров, регулирующих размножение клеток в организме, важная 
роль принадлежит системе гормонов. Изменяя гормональный 
баланс и вызывая сдвиги в метаболизме органа, можно снижать 
или повышать уровень его митотической активности. Нарушение 
гормонального баланса неблагоприятно отражается на функцио- 
нировании отдельных органов и вызывает сдвиги в митотическом 
режиме организма, нередко приводящие к тяжелым послед- 
ствиям. Достаточно указать на такой факт, как возникновение 
очагов злокачественного роста при расстройстве обмена сте- 
роидных гормонов. 

Вопрос о путях воздействия гормонов на митотическое деле- 
ние до сих пор является дискуссионным, и ряд принципиальных 
положений все еще не находит объяснения. Причина этого кроет- 
ся, с одной стороны, во множественном характере влияния 
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гормонов на клетки, затрудняющем анализ их действ 
гой стороны, в большой разобщенности . основных направлений 
исследований проблемы гормональной регуляции деления кле- 
ток — биохимического и цитологического. 

Поскольку центральным вопросом рассматриваемой области 
является вопрос о специфичности реакции органа (ткани) на 
гормон, усилия исследователей сосредоточились главным обра- 
зом на попытках обнаружить критическую ключевую реакцию, 
ответственную за весь комплекс изменений, вызываемых гормо- 
нами в определенных органах — так называемых органах-мише- 
нях. Это повлекло за собой большое количество работ по изуче- 
нию первичного действия гормонов на реакции внутриклеточ- 
ного метаболизма органов-мишеней. 

Применение современных методов исследования (включение 
изотопной метки в сочетании с действием антиметаболитов и ин- 
гибиторов различных этапов биосинтеза макромолекул, седи- 
ментационный анализ отдельных фракций РНК ит. д.) привело 
к значительным успехам в идентификации первичных звеньев 
метаболизма клеток, подвергающихся действию гормонов. Бук- 
вально в течение последних лет в этой области произошел настоя- 
щий переворот, и было сформулировано представление о воз- 
можности активации гормонами генетического аппарата клетки. 

Однако результаты этих работ, несмотря на все их значение, 
не дают ответа на вопрос о том, каким образом первоначальная 
активация гена гормоном приводит в действие всю цепь собы- 
тий, завершающихся делением клетки. Имеющиеся данные от- 
носятся, как правило, лишь к первым часам после воздействия 
на органы-мишени, когда еще отсутствуют изменения в числе 
митозов. Кроме того, биохимические анализы проводятся обыч- 
но на гомогенатах целого органа, реже — ткани, что исключает 
возможность исследования нарушений, вызываемых гормонами 
в пределах популяции клеток. Е 

Цитологическое направление в изучении действия гормонов 
на органы-мишени значительно уступает по достигнутым успехам 
биохимическому. Основными методическими приемами в этой 
области являются сопоставление морфологических изменений 
клеток с данными гистохимических реакций, а также определе- 
ние митотического индекса ткани. Поскольку сдвиги митотичо- 
ского индекса, отражающие изменения числа делящихся клеток, 
являются объективным количественным критерием наблюдаемых 
изменений, последний метод получил наибольшее распростране- 
ние и способствовал накоплению фактического материала, по- 
служившего основой создания ряда концепций по вопросу о №. 
собах гормональной регуляции деления клеток. Однако в к. 
отсутствия адекватных методов исследования, которые ПОЗДа: 
ли бы устанавливать точки приложения действия ОВмеНОВ С. ПЕ. 
нях различного типа на разных этапах подготовки клеток 
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И, ни одна из этих концепций не была подвергнута строгой 
экспериментальной проверке. ! 

С развитием радиоавтографических исследований появилась 
возможность не только проверить правильность существующих 
представлении о путях воздействия гормонов на деление кле- 
ток, но и углубить изучение этого вопроса. Применение метода 
радиоавтографии < использованием специфического предше- 
ственника ДНК — Н3-тимидина позволило нам предпринять 
сравнительное изучение гормональной регуляции деления кле- 
ток в ткани-мишени и ткани, не обладающей специфичностью 
по отношению к гормону. 

В результате проведенного исследования были получены но- 
вые данные о путях воздействия гормонов на митотические цик- 
лы и митотический режим в тканях различной специфичности и 
конкретизировано понятие ткани-мишени по отношению к неко- 
торым гормонам. Вместе с тем использование гормонов как ре- 
гуляторов митотического деления позволило установить ряд за- 
кономерностей в прохождении клетками митотического цикла и 
сформулировать некоторые положения, касающиеся общих прин- 
ципов его регуляции. 

Настоящая монография является в известном смысле итогом 
выполненного исследования, а также обобщением многочислен- 
ных данных литературы, посвященной проблеме гормональной 
регуляции размножения клеток и смежным вопросам. Мы не 
ставили себе целью дать исчерпывающий обзор всех работ по 
изучению действия гормонов на процессы клеточного размноже- 
ния. Книга представляет собой скорее попытку развернутого 
анализа основных закономерностей гормональной регуляции 
размножения клеток. Задача изложения была сознательно огра- 
ничена рассмотрением действия главным образом одной группы 
гормонов, а именно, эстрогенов, являющихся специфическими 
стимуляторами процессов роста в органах воспроизводящен си- 
стемы и некоторых железах внутренней секреции. Широкое при- 
менение эстрогенов в целях терапии ряда злокачественных опу- 
холей делает особенно важным выяснение их роли в регуляции 
деления клеток. 

Автор выражает искреннюю признательность своим друзьям 
и товарищам по работе, принимавшим участие в обсуждении 
отдельных разделов монографии, и считает долгом принести глу- 
бокую благодарность Истану Санджиевичу Башкаеву, Надежде 
Владимировне Валеевой и Кларе Григорьевне Парсадановой, 

‚ оказавшим большую помощь при оформлении и подготовке ру- 
кописи к печати. 


РОЛЬ КЛЕТОЧНОГО ДЕЛЕНИЯ В ОРГАНИЗМЕ 
И ЕГО РЕГУЛЯЦИЯ 


У 
0% 
рызНО 
жизнИ 
точног 
И 
1. БИОЛОГИЧЕСКИЙ СМЫСЛ ДЕЛЕНИЯ КЛЕТОК. к. 
МИТОЗ И ЕГО ОСОБЕННОСТИ между 
Открытие митоза и его назначение. Как это нередко бывает ‚д 
с великими открытиями, истинный смысл клеточного деления структ 
был постигнут лишь много лет спустя после того, как этот фе- КОМО 
номен впервые описали Прево и Дюма (РгбуозЁ е! Рита$, Вн 
1824а, в, с), наблюдавшие дробление яиц у животных. Изве- ся, 910 
стная доля вины в этом ложится на создателей клеточной теории размно 
Шлейдена (Зе Шеаеп, ` 1838) и Шванна (Зе\уапп, 1839), до- цессе з 
пускавших свободное образование клеток из бластемы. Так или доизме 
иначе, открытие митоза отделяет от опытов Прево и Дюма целое ре 19 
пятидесятилетие. ВЗмяда 
В 1874 году в игальянском ботаническом журнале было на- особ 
печатано сообщение И. Д. Чистякова «Материалы к истории {а Е 
растительной клетки», в котором появилось указание на особую ла, 
форму клеточного деления. $ бред 
Последовала серия классических работ Страсбургера (З4газ- ест 
Бигрег, 1875, 1880), Бючли (ВаЁзсВИ, 1876), Шлейхера (ЗсШе!- ока в 
сег, 1878, 1879) и Перемежко (1878, 1879), описавших отдельные бон, Ч 
фазы деления; Флемминга (ЕШетиите, 1878, 1879, 1882 и др.) В оо 
открывшего различные типы деления ядра; Вальдейера (\\а1- а 
Чеуег, 1888), охарактеризовавшего хромосомы, и др. (подробно В 
см. Кацнельсон, 1959, 1963; Бляхер, 1963). т . Зи ру 
Эти исследования показали, какой сложный и тонкий ‚меха- Ч ра 
низм лежит в основе клеточного размножения. Однако действи- ха 
тельное назначение этого механизма удалось оценить после того, а Роу 
как была доказана роль ядерных структур в передаче наслед- о, 
ственных признаков (см. Могоап, 1920). Постепенно сформи- а, 
ровалось новое научное направление — цитогенетика, подробно ] м 
освещенное в книге Белара «Цитологические основы наслед- ы к. 
ственности» (В&аг, 1928). я д 
Пожалуй, с наибольшим лаконизмом сущность процесса кле- и 
точного деления охарактеризовал современник этого открытия А 
Эдмунд Вильсон, сказавший, что «от клеточного деления зави- к й 
, | й 
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<ят не только явления наследственности, но и сама непрерыв- 
ность жизни» (Е. В. \\Пзоп, 1995, русск. пер. 1936, стр. 103). Не- 
смотря на колоссальный прогресс знаний в области цитологии 
и генетики, к этому положению мало что можно добавить и те- 
перь, и ведущие цитологи нашего времени лишь развивают фор- 
мулировку Вильсона (см. В1$, 1955; ВгасНеф, 1957; Мага, 1960а, 
Ь, 1961а, 5; Р. \№е15$, 1962). 

По образному выражению Мэзия (Мата, 1961а), деление 
обеспечивает «биологическое бессмертие» клеток путем непре- 
рывного обновления цитоплазмы. Непрерывность поддержания 
жизни клетки (Ъ510]061са| сопзегуаНоп) требует в свою очередь 
точного воспроизведения ее организации, то есть всех ее струк- 
тур и прежде всего генетического материала, заключенного 
в ядре. Равномерное распределение наследственного материала 
между двумя дочерними (сестринскими) клетками обеспечи- 
вается митозом, представляющим собой сложный процесс 
структурных преобразований и передвижений внутриклеточных 
компонентов, завершающийся делением клетки. 

В настоящее время большинством исследователей признает- 
ся, что митоз является наиболее древним способом клеточного 
размножения, а все остальные формы деления возникли в про- 
цессе эволюции как его регуляционные или патологические ви- 
доизменения (см. Е15, 1955; Апаегззоп, 1956; Сгозз, 1957; Кнор- 
ре, 1959; Маша, 1961а; Жинкин, 1962, и др.). В основе этого 
взгляда лежит представление о митозе как о наиболее логичном 
способе равномерного распределения наследственного мате- 
риала. 

Организация митоза. Для равномерного распределения на- 
следственного материала необходима его предварительная упа- 
ковка в небольшое количество структурных единиц — хромо- 
сом, число которых постоянно для каждого вида животных. 
В хромосомах содержатся материальные носители наследствен- 
ности гены — дискретные единицы, играющие основную роль 
в детерминации жизненных функций организма. Вопрос о меха- 
низмах функционирования генов будет рассмотрен в следую- 
щем разделе главы. 

Хромосома представляет собой постоянный структурный ком- 
понент ядра, способный к самовоспроизведению и сохранению 
основных свойств на протяжении последовательного ряда кле- 
точных делений. В процессе своего развития хромосомы претер- 
певают закономерный цикл спирализации, отражающий особен- 
ности их функционирования (подробно о строении и функции 
хромосом см. Прокофьева-Бельговская и Богданов, 1963). 

Каждая хромосома состоит из двух нитей — хроматилд, об- 
разуемых в свою очередь двумя субъединицами, и т. д. Такой 
принцип организации является, по-видимому, оптимальным для 
осуществления основных процессов, развертывающихся на 
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ктуаацекк ее 


протяжении митоза — продольного расщепления хро- 
мосом и составляющих их единиц (хромосом — на дочерние 
хромосомы, хроматид — на полухроматиды и т. д.) с последую- 
щим расхождением к полюсам клетки. Именно эти 
два события обеспечивают равномерное распределение между 
двумя клетками наследственного материала, от которого зависиг 
дальнейшая судьба клеток. В этом смысле все предшествующие 
Этапы митотического цикла, как бы существенны они ни были, 
Мэзия (Маза, 1960а) справедливо предлагает считать предысто- 
рией митоза. 

Передвижение хромосом к полюсам делящейся клетки дости- 
гается при участии специального ах роматинового, или де- 
лительного, аппарата! состоящего из центриолей, 
или митотических центров, звезд, или астральной 
лучистости, и нитей веретена (рис. 1, 1), с которыми хро- 
мосомы соединены при помощи кинето хоров (центро- 
меров). 

Кинетохоры, являющиеся морфологически обособленными 
участками самих хромосом, по-видимому, несут важную функ- 
цию передвижения последних, что было показано разными мето- 
дами. К сожалению, ввиду малых размеров кинетохоров, до сих 
пор почти ничего не известно об их составе, строении и редупли- 
кации, хотя некоторые исследователи, например, Мэзия, припи- 
сывают им ведущую роль в распределении наследственных при- 
знаков. 

Собственно митозом? называют небольшой по времени этап 
жизненного цикла клетки с момента оформления хромосомного 
вещества в видимые под микроскопом нити до образования двух 
новых клеток из одной. Выделение этого этапа из общей цепи со- 
бытий удобно с точки зрения морфолога; в физиологическом же Ре | 
отношении митоз правильнее рассматривать как конечный этап 


митотического цикла, который лишь завершает серию 
подготовительных реакций, протекающих в интервале между де- 
лениями, то есть в интерфазе (в интеркинезе). Противопоставле- й. | 
ние митоза интеркинезу как активного состояния клетки фазе ее то 
«покоя» в свете современных данных является неточным. Под- ых 
робные сведения о событиях, происходящих на протяжении ми- | т Х 
тотического цикла, будут изложены в гл. П. т (с 
Митоз протекает в несколько характерных последовательных 


Вот. СК 
фаз, или стадий (см. Е. В. \Изоп, 1995; Маза, 1956: Вгасвеф, Я ло 


Тио Сер, В 
1957, и др.), которые изображены на рис. 1 и 5. ча 
и 

' Термином митотический аппа рат обычно обозначают совокуп- м 
матинового аппарата и хромосом. з ау Ма 
а бт брееакото 5 нь (термин, введенный в 1882 г. реаащеььк А 
Реже употребляется термин кариокинез, от греч. Харооу — орех, ядр па в. 
и хи’1о5 — движение), введенный в 1878 г. Шлейхером. вы, 


Линетотор 

Яфьшико — Ядерная 
Центриоль = ._ оболоч 
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Веретлено 


Рис. 1. Последовательные стадии митоза — общая схема (Маржа, 1961 с) 


1— интерфаза; 2 — начало митоза; 3, 4— профаза; 5— метафаза; 6 — анафаза; 
7, 8 — телофаза 


1. Профаза. Ядро увеличивается в размерах; хромосомы 
состоят из двух морфологически идентичных взаимно перепле- 
тенных хроматид, которые постепенно утолщаются и укорачива- 
ются (спирализуются). Ядрышко исчезает, а разделившиеся ми- 
тотические центры вместе с лучистостью перемещаются к проти- 
воположным сторонам ядра, образуя два клеточных полюса. 
Ядерная оболочка разрушается, и ядерный сок (нуклеоплазма) 
смешивается с цитоплазмой; возникают нити веретена. 

2. Метафаза. Хромосомы расплетаются, и две хроматиды 
располагаются параллельно; их спирализация достигает макси- 
мальной степени. Одновременно происходит перемещекие хромо- 
сом к экваториальной плоскости веретена (метакинез) и прикре- 
пление к его нитям (образование экваториальной пластинки). 

3. Анафаза. Хроматиды, состоящие уже из двух полухро- 
матид, передвигаются при участии веретена по направлению к 


9 


Рис. 2. Схема митоза У многоклеточного животного 
(СтеЦ, 1956) 
1 — интерфаза; 2 — профаза; 3 — прометафаза; 4— метафаза; 
5 — анафаза; 6 — телофаза 


митотическим центрам, то есть к противоположным полюсам 
клетки. Звезды достигают значительного развития. 

4. Телофаза. Хромосомы сближаются У митотических 
центров, деспирализуются и постепенно становятся неразличи- 
мыми. Образуются ядерная оболочка и ядрышко. Ахроматино- 
вый аппарат регрессирует. Митоз завершается делением клетки 
(цитотомия, или цитокинез). 

Поскольку митоз представляет собой единый и непрерывный 
процесс, границы между отдельными его этапами не всегда мо- 
гут быть четко выявлены. Часто в пределах одной и той же ста- 
дии митоза различают раннюю и позднюю фазы (например, ран- 
НЮЮ и позднюю профазу); иногда бывают хорошо выражены пе- 
реходные состояния (прометафаза, отражающая метакинез); на- 
конец, на некоторых объектах удается подобрать критерии для 
описания восьми и ‘более фаз митоза (Ре КоБегз её а|., 1960: 
ГеНгё, 1961а). 

При этом естественно, что отдельные детали митоза в боль: 
шей или меньшей степени варьируют в разных клетках. Так, 
например, в клетках растений не обнаружены даже с помощью 
Электронного микроскопа митотические центры или их аналоги, 
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рр пока ООО 
нения 0 о а ткрытым. Особенно сильные откло- 
о И кол т т митоза наблюдаются у простейших; 
в бы пяшы — новном второстепенных признаков, а ге- 
Взаимоотношение ит т 
мпонентов митоза. Совершенно очевид- 
но, что для нормального разделения клетки необходима строгая 
о - поведения отдельных ее компонентов. Это по- 
ужило отправным пунктом для многочисленных 
попыток вмешаться в нормальный ход митоза путем воздей- 
ствия на те или иные клеточные структуры с целью обнаружить 
единый пусковой механизм деления. Большая литература по 
этому вопросу собрана и систематизирована в статье Александ- 
рова (1962), посвященной организации митотического деления 
клетки. 

Анализ экспериментальных работ различных авторов, в том 
числе данных микрокинематографических исследований (Мо!6- 
Ва]ег, 1958; Ва]ег а. Мо6-Ва]ег, 1960; Ва]ег, 1961), показал, что 
превращения ядерных структур протекают независимо от пове- 
дения цитоплазматических участников митоза. Последние в свою 
очередь способны выполнять свои функции на протяжении ми- 
тоза при полном отсутствии ядерного материала. Этот факт был 
известен еще со времен Бовери (Воуегу, 1895), наблюдавшего 
дробление безъядерных фрагментов яиц иглокожих. В дальней- 
шем он был многократно воспроизведен различными исследова- 
телями (см. З{еги, 1956; Шапиро и др., 1960, и др.). Оказалось, 
далее, что для деления цитоплазмы необязательно наличие ве- 

етена, звезд и митотических центров (Нигатоо, 1956; Гейге, 
1956, 1961а). 

Суждения о независимом ‘поведении (диссоциабильности) 
клеточных компонентов в митозе («Оуззоар а еп7ешег МНо- 
зезсь!е») высказывались еще во времена классической цито- 
логии, но тогда исследователи не располагали достаточным ко- 
личеством фактов для подтверждения своих взглядов. Наиболее 
сложным в этой проблеме является вопрос о том, каким обра- 
зом осуществляется временная и пространственная координация 
поведения участников митоза при видимом отсутствии их взаим- 
ного влияния. 

Рассматривая имеющийся ф 
ному размножению и привлека 


гии, Александров предлагает отне 1 
сов, протекающих по типу независимой дифференци- 


ровки. Выдвигая это представление, Александров исходит из 
того, что принцип строгой координации поведения компонентов 
системы при отсутствии взаимообусловливающих отношении 
между ними свойствен широкому кругу биологических явлений 
самой различной сложности. По-видимому, такой характер 

1 


актический материал по клеточ- 
я данные из области эмбриоло- 
сти митоз к категории процес- 


организации процесса био 
печивает возможность соз 


логически выгоден 
дания в филогенезе наибо 


лько непривычное определение ми- 
процесса ‘не встречает пока под- 
держки у некоторых цитологов (см. Жинкин, 1963, а также от- 
чет о совещании по митозу — Залкинд, 1961), попытка отнести 
митоз к данному классу явлений, с нашей точки зрения, пер- 
спективна, так как она помогает найти новые подходы к его из- 
учению. Сходные мысли были высказаны в работе Стерна и 
Хотта (З{егп а. НоНа, 1963а). 

Упрек, который м 
представлений, зак 


процесса, дело, как правило, ограничивается рассмотрением 
только последней. Все примеры, приводимые в подкрепление вы- 


двигаемого принципа, касаются этапов видимого под микроско- 


ПОМ митоза, то есть ограниченной по времени части митотиче- 
ского цикла. 


По-видимому, это связано с тем, 


НЫМИ. Между тем, как уже отмечалось 


чает в себя серию подготовительных процессов, строго детерми- 


нированных во времени и обусловливающих протекание послед- 
них этапов цикла, в том числе видимых фаз митоза (см. гл. П). 

Характерно, что даже в пределах самого митоза временная 
зависимость событий выступает очень отчетливо. Так, например, 
в приводимой Александровым работе Циммермана и Марсланда 
(Ёпптегтап а. МагзЙапа, 1960) дробление яиц морского ежа 
АтЬафа рипсёа{а в отсутствие ‘ахроматинового аппарата после 
центрифугирования при высоком гидростатическом давлении на- 
ступало лишь в том случае, если воздействие начиналось через 
12 мин. после оплодотворения; вмешательство на более ранних 
стадиях блокировало цитокинез. Недавно Циммерман (Ёиттег- 
тап, 1963) опубликовал продолжение этих исследований; с по- 
мощью меченых соединений он показал, что реакция отдельных 
компонентов митотического аппарата на центрифугирование. за- 
висит от времени воздействия. В уже упоминавшейся жк 
Хирамото '(Ниатофю, 1956) дробление яиц протекало и 
удаления веретена и звезд, но лишь в том случае, ие 
тельство производилось не раньше, чем на стадии т а 

К настоящему времени в этом направлении со ра ке 
статочный материал, позволивший сделать ряд р а 
обобщений относительно причинной обусловленнос 
митотического цикла (см. гл. П). 
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Некоторые вопросы механизмов митоза. Очень существенным 
р. проолеме является вопрос о природе структурных пре- 
образовании, приводящих к возникновению ахроматинового ап- 
парата из материала интерфазной клетки. В этом направлении 
большое количество исследований было выполнено Гейльбру- 
ном и его школой (см. НеЙЬгипи, 1956). р 

Гейльбрун и другие установили, что в период, предшествую- 
щий митозу, происходит резкое повышение вязкости цитоплаз- 
мы. Этот переход цитоплазмы из состояния золя в гель рассмат- 
ривается как необходимое предварительное условие образования 
ахроматинового веретена. Гейльбрун приводит доказательства, 
что вязкость цитоплазмы изменяется вследствие перехода ионов 
кальция из кортикального слоя клеток (где кальций обычно 
находится в связанном состоянии) в эндоплазму. Гросс (@гоз$, 
1957) объясняет освобождение кальция изменениями способно- 
сти кортикальных белков связывать катионы. По представле- 
ниям Андерсона (Апдегззоп, 1956; Ап4егззоп её а1., 1960), глав- 
ную роль в этом процессе играют органические поликатионы 
(подробно см. Цанев и Марков, 1964а). 

Одной из центральных проблем в области механизмов ми- 
тоза является также вопрос о природе сил, вызывающих пере- 
мещение хромосом к полюсам в анафазе. В этой области выпол- 
нено огромное количество экспериментальных и теоретических 
исследований. 

Согласно современным представлениям, это перемещение до- 
стигается взаимодействием двух одновременно протекающих 
процессов: сокращением нитей веретена, связывающих хромосо- 
мы с полюсами, и удлинением нитей, соединяющих оба полюса. 
Что касается механизма сократительных движений, то в настоя- 
щее время наиболее распространенной является теория, в осно- 

ве которой лежит представление об однотипности всех контрак- 
тильных систем живой природы, обусловленной сходством сокра- 
тительных белков. 

На основании опытов, в которых была установлена общность 
реакции на АТФ глицериновых моделей мышечных волокон и 
ахроматинового аппарата (НоНтапп-ВегИпе, 1959, и др.), а так- 
же работ Мэзия с сотрудниками (Мага, СваНее а. уегзоп, 1961) 
и др. (МИ 1963; Найтапп, 1964), обнаруживших в митотиче- 
ском аппарате типичную АТФ-азу, возникло представление о 
том, что сокращение нитей веретена происходит в результате 
взаимодействия между актиноподобным белком и АТФ, сопро- 
вожлающегося энзиматическим расщеплением макроэргических 
связей (подробно см. Поглазов, 1961). 

Не менее важной является проблема механизмов цитокине- 
за (см. Зотин, 1962; Нато, 1963а, Б; \/орег+, 1963). Деталь- 
ное изложение материалов, относящихся к исследованию раз- 
личных сторон механизмов митоза, содержится в трудах Вассер- 
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мана (\аззегтапп, 1926, 1939), Шрадера (Зспгаег, 1944, 1953), 
Хьюза ((А. НиоНез, 1952) и многих других. Современное состоя- 
ние вопроса освещено в статьях и книгах Мэзия (Мала, 1956, 
1959, 1961а), Браше (ВгасНе, 1957), Де Робертиса и др. (Ое 
КоБегз е4 а1., 1960), Циммермана (лпитегтап, 1960), Бел- 
ла (Вей, 1961, 1963), Робертса (КоБегЕ$, 1961), Детлаф (1962, 
1963), Кувады (Киугааа, 1963), Фотрэ (Рашгех, 1963), Цанева 
и Маркова (1964а) и других. 

Специфические черты митоза как биологического процесса. 
Заключая настоящий раздел, следует отметить, что митозу 
(каки митотическому циклу) присущи именно те свойства, ко- 
торые Энгельгардт (1960), разбирая атрибуты живого, назвал 
наиболее специфическими чертами биологического обмена ве- 
ществ. Одна из таких характерных черт — проявление «един- 
ства во множестве, тождества в многообразии»; при этом имеет- 
ся в виду, что на всех ступенях развития живого мира можно 
встретить процессы, сходные не только по конечному эффекту, 
но тождественные и во всех деталях составляющих их ре- 
акций. Этот принцип в полной мере может быть отнесен к мито- 
зу, являющемуся основным и, по-видимому, филогенетически 
наиболее рано возникшим способом клеточного размножения ор- 
ганизмов. 

Как уже говорилось, у разных Форм варьируют только вто- 
ростепенные его признаки, но и это не является правилом. При- 
менение тонких методов окрашивания позволило обнаружить 
митоз у ряда грибов (Титан а. Сапйпо, 1960; Ро\уатс а. МеЦег, 
1960; \/ага а. Сшгузек, 1962; КоБтоху, 1963). Полноценный 
митоз описан у дрожжевых клеток ротусез Про{ег (Ко пох, 
1961). О глубокой общности не только самого митоза, но и про- 
цессов подготовки к нему у различных форм свидетельствует 
возможность искусственной синхронизации делений одним и тем 
же воздействием (низкая температура) таких филогенетически 
далеких объектов, как микроорганизмы и клетки млекопитаю- 
щих (см. обзор Ломакиной, 1963). Этот факт указывает на не- 
обычайную стойкость выработанного механизма. 

Второй специфической чертой биологического обмена веществ 
по Энгельгардту является цикличность протекания важней- 
ших превращений. Этот принцип полностью применим к харак- 
теристике митотического цикла, одним из этапов которого яв- 
ляется митоз («пусковые механизмы» митотического цикла об- 
суждаются в следующей главе). 

Наконец, еще одной отличительной чертой обмена следует 
считать наличие явлений авторегуляции при протекании 
важнейших метаболических процессов. В первую очередь это 
относится к так называемым ключевым, ИЛИ тахостатиче- 
ским3, реакциям, определяющим скорость процесса. Как будет 


$ От греческого тахос — скорость и отатос’'— стоящий. 
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Рис. 3. Схема сложной сети возможных взаимодействий 
в организме (Р. \е!5з, 1960) 


видно из дальнейшего (см. гл. П), они играют ведушую роль 


в процессах, развертывающихся на протяжении митотического 
цикла, определяя переход от одного этапа цикла к другому и, 
возможно, являясь одновременно точками приложения действия 
факторов, контролирующих деление клеток. Строгая детермина- 
ция этих реакций во времени обеспечивает в конечном счете 
авторегуляцию самого митоза. 

Прежде, чем перейти к рассмотрению литературы по регу- 
ляции митотического деления, необходимо кратко остановиться 
на основных принципах регулирования в живых системах. 


2. О РЕГУЛИРОВАНИИ В ЖИВЫХ СИСТЕМАХ 


Все биологические образования характеризуются наличием 
более или менее сложной системы регуляторных механизмов, 
обеспечивающих возможность их приспособления к изменяю- 
щимся условиям (см. Шмальгаузен, 1964). В пределах живого 
организма можно выделить различные уровни («этажи») регу- 
ляции, складывающиеся в определенный иерархический поря- 
док регулирования. Л 

На рис. 3 представлена упрощенная схема сложной сети во3- 
можных взаимодействий в организме, заимствованная из статьи 
Вейсса (Р. \!е15$, 1960). В центре схемы изображен ген, заклю- 
ченный в хромосому; хромосома находится в ядре, расположен- 
ном в цитоплазме; цитоплазма является составной частью 
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Рис. 3. Схема сложной сети возможных взаимодействий 
в организме (Р. \\!е!зз, 1960) 


видно из ‘дальнейшего (см. гл. П), они играют ведущую роль 
в процессах, развертывающихся на протяжении митотического 
цикла, определяя переход от одного этапа цикла к другому и, 
возможно, Являясь одновременно точками приложения действия 
факторов, контролирующих деление клеток. Строгая детермина- 
пия этих реакций во времени обеспечивает в конечном счете 
авторегуляцию самого митоза. 

Прежде, чем перейти к рассмотрению литературы по регу- 
ляции митотического деления, необходимо кратко остановиться 
на основных принципах регулирования в живых системах. 


2.0 РЕГУЛИРОВАНИИ в ЖИВЫХ СИСТЕМАХ 

Все биологические образования характеризуются наличием 
более или ожной системы регуляторных механизмов, 
обеспец испособления К изменяю- 
—_ В пределах живого 


(«этажи») регу- 


мы через промежуточны 
продукты внутренних ч 


Поскольку самые сложные механизмы регу- 


ляции возникли В процессе эволюции из более 


мов, это само по 


пов регулирования в биологиче. 
бом рассматриваемом 
уровне. 


ных реакций организма 
к изменяющимся условиям среды Уолтером Кенноном (см. Сап- 


поп, 1929) был предложен термин «гомеостаз», получивший 
впоследствии широкое распространение в биологии (см. Ней- 
Бгипп, 1953; УШее, 1961; Коштоянц, 1961: Поупа, 1961, и др.). 
В 1930 году Хиллом (НШ, 1930, 1931) было введено другое важ- 
ное понятие — так называемое стационарное состояние 
(зфеа4у з{ае) живых систем. Хилл исходил из представления 
о том, что во внутренней среде высокоорганизованных существ 
не может идти речь о простом термодинамическом равновесии. 
Высокая степень постоянства физико-химических факторов, обес- 
печивающих устойчивое состояние живого организма, достигает- 
ся утонченным балансом непрерывно протекающих динамиче- 
ских процессов. Таким образом, постоянство внутренней среды 
организма обеспечивается не равновесием, а тонкой регулиров- 
кой различных процессов, которую производит совокупность кле- 
ток и которая способствует сохранению устойчивости системы. 
В последнее время представление о стационарном состоянии ши- 
роко используется при анализе процессов, развертывающихся 
на протяжении митотического цикла (ОцазИег, 1960, и др., 
см. гл. УШ). 

Значительным вкладом в разработку проблем авторегуля- 
ции живых систем можно считать учение И. П. Павлова об 
условных и безусловных рефлексах (см. Павлов, 1923, и др.), 
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получи; 
ИСХОДНО 


из которого следует, что назначением 
регуляции является не только поддержа 
но также непре испособление И 


$ шел свое выражение в ряде теоретических 
0боб г < , 
а и 1931 : был сформулирован 
возбуждение вегетативных. в ео ИА СР 
< нервов, степень напряжения дея- 
тельности вегетативного органа, тем слабее их возбудимость в 
отношении возбуждающих и тем сильнее их реактивность в от- 
ношении угнетающих факторов» (Мег, 1931; см. Лейтес, 1939, 
стр. 31). 

По существу этот закон не содержит принципиально новых 
положений и лишь конкретизирует основное содержание учения 
Н. Е. Введенского о существовании для каждого данного со- 
стояния возбудимой ткани оптимума и пессимума силы и часто- 
ты раздражений, обеспечивающих максимальный эффект (Вве- 
денский, см. Полн. собр. соч., 1951). Позднее закон Вильдера 
получил известность в более широкой трактовке как «правило 
исходного состояния» Вильдера — Лейтеса, согласно которому 
состояние функциональной напряженности физиологического 
процесса является фактором, определяющим характер реакции 
данной системы на раздражитель (Лейтес, 1934, 1939, 1945). 
Крупными достижениями в развитии идеи авторегуляции яви- 
лись учение Селье (Зе1уе, 1936, 1950, 1952, 1954, 1956, 1958, 
и др.) об адаптационном синдроме и «принцип плюс-минус 
взаимодействия» Завадовского (1941), о которых будет идти 

ечь в других главах. 
ь кс к изучению процессов регулирования в ЕЯ 
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Рис. 4. Вегетативный замкнутый контур регулирования уровня сахара 
в крови (Огзсве], 1956) 


Информация передается по цепи регулирования. Под регу- 
лированием обычно понимают принудительное обеспечение 
некоторого желаемого состояния системы путем непрерывного. 
контролирования фактического ее состояния и воздействия на 
него, как только оно отклоняется от заданного. Элемент цепи 
регулирования, изменение положения или состояния которого 
оказывает регулирующее воздействие, называется ре- 
гулирующим органом. Так, например, биологическими 
регулирующими органами в системе регулирования уровня са- 
хара в крови служат печень (депо углеводов), мышцы (главные 
потребители углеводов) и почки («перепускной клапан» избы- 
точного количества сахара). Центральным пультом управления, 
или регулятором, данной системы является комплекс про- 
межуточный мозг — гипофиз (рис. 4). В цепи регулирования 
в каждый данный момент существует определенное равнове- 
сие. Смена во времени этих состояний равновесия и составляет 
в конечном счете тот упорядоченный процесс регулирования, Ко- 
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торый можно исследовать, наблюдая изменения регулируемой 
величины. 

Вопрос о факторах, обеспечивающих равновесие системы, 
представляется чрезвычайно важным, так как он имеет непо- 
средственное отношение к проблеме стабильности биологических 
образований. В последнее время, в связи с открытиями в обла- 
сти кода белкового синтеза и его регуляции, интерес к этой про- 
блеме усилился (Р. \!е!зз, 1962, 1963; В. Е. \М!/а[кег, 1963). Рас- 
сматривая клеточную популяцию в целом, Вейсс отмечает, что 
в каждый данный момент она варьирует значительно меньше, 
чем активность составляющих ее частей. В равной мере это от- 
носится к клетке, которая может погибнуть от неблагоприятного 
воздействия, но при всех видах вмешательств сохраняет свою 
индивидуальность. По-видимому, вопрос о том, каким образом 
в результате подвижности молекул, непрерывного расщепления 
и реконструкции макромолекул и всех клеточных компонентов 
обеспечивается стабильность биологических объектов, непосред- 
ственно связан © вопросом о непрерывной смене состояний рав- 
новесия в объектах. 

Констатация того, что регулирующие воздействия в биологи- 
ческой системе однозначно предопределяют значение регулируе- 
мой величины, предполагает - замкнутость системы. По 
мнению Косса (Созза, 1957), такие системы регулирования 
с замкнутым контуром и являются разгадкой той внутренней 
органической устойчивости, в которой Клад Бернар видел пер- 
вую жизненную необходимость и которой ‘было дано название 
гомеостазиса. Однако система в целом может быть подвержена 
внешним воздействиям. 

Среди внешних воздействий различают возмущающие и 
управляющие воздействия. Первые вызывают такие изме- 
нения регулируемой величины, которые должны устраняться са- 
мой системой регулирования. Так, например, для системы регу- 
лирования уровня сахара в крови возмущающими воздействия- 
ми могут служить повышенное всасывание сахара в кишечнике 
после приема богатой углеводами пищи или внутривенное вли- 
вание глюкозы. Управляющие воздействия вызывают перена- 
стройку регулятора на новое заданное значение регулируемой 
величины. В случае регулирования уровня сахара в крови управ- 
ляющими воздействиями являются сигналы, передаваемые цент- 
ральной нервной системой, и прежде всего корой больших полу- 
шарий, через тлавный пульт управления, то есть комплекс 
промежуточный мозг — гипофиз. Все эти сложные отношения 
в пределах единой стройной системы регулирования представле- 

ны схематически на рис. 4. 
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11511), обусловливающей замкнутость системы. В простейшем 
виде проявление действия обратной связи отражает известный 
принцип Ле Шательё, или закон смещения равновесия, согласно 
которому изменение внешних условий (температуры, давления 
ит. д.) физико-химической равновесной системы вызывает в ней 
реакции, противодействующие производимому изменению. 
Однако действие принципа Ле Шательё ограничено случаями 
легко обратимых реакций. В биологических же объектах дей- 


днк —эж РНК —®= Белки: й Ы 
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налицо 
| Рис. 5. Схема регулирования работы многофер- } Те а 
| ментной системы продуктом по механизму отри- 

| цательной обратной связи (Кафиани, 1962) организа 
| 1 — угнетение активности фермента непосредственным (см. рис 
| продуктом его действия (продуктное угнетение); 2 — угне- Дам о 
| тение конечным продуктом первого фермента цепочки И ар 
| {ретроингибирование); 3 — репрессия образования фер- органы т 
| ментной системы. В квадрате — переработка информации мозящег! 
(реаффе] 

Т 
ствуют значительно ‘более сложные механизмы регуляции, скла- ме. 
дывающиеся из систем с отрицательной и положительной обрат- а. она 
ной связью. Первые обеспечивают равновесие организма и со- . ИСИТ В 
ставляющих его частей, вторые — нарастание событий и разви- Хх МОМ 

тие всей системы. р в 

Назначение каждого вида связи будет более подробно осве- Имеет 
щено в гл. [\, посвященной гормональной регуляции деления обратной 
клеток. В настоящем же разделе будут разобраны два примера, Лир ; 
иллюстрирующие действие систем с отрицательной обратной | Зания 
связью, расположенных на разных «этажах» организма. Не тол ак 

В таких системах первый орган (или функция, или процесс) Г м 

стимулирует второй, а второй угнетает первый. Этот вопрос де- ву в 
тально разобран на примере регуляции работы многофермент- Во 
ных систем в клетке (Кафиани, 1962). . чь да 
На рис. 5 буквами А—Д обозначены продукты реакций, бук- мк Ё 
вой Ф с индексами 1—4 — ферменты, катализирующие реакции. вай име 
Многие ферментные реакции тормозятся в силу специфического } Ь Ц 
угнетения активности фермента непосредственным продуктам оу 
его действия (рис. 6, 1). Такое продуктное угн — е ый а в 
носит характер простой отрицательной обратной связи. ик о | , 
ряде биохимических систем (например, в случае биосинт х 9 

Ю Ум. 
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нуклеотидов) используе и, 
отрицательной обратно Зин ОЕ Ве ЕВ НЕ. 
биро , 1 етроинги- 
га ; осы (см. ОшБагоег, 1961), когда конечный продукт 
давляет активность первого фермента цепи реакций (рис. 5, 2); 
этот путь является биологически более выгодных в 2 : 
м, так как он ис- 
ключает возможность ненужного образования. И г 
соединений на каждом этапе ре й кс 

Однако #08 реакций. 
требноетей и не исчерпывает регуляционных по- 
ны ении действия ферментных систем. 
=. ует внутриклеточный механизм регуляции, когда дей- 
ие продукта распространяется на системы, от ко- 

р сит синтез ферментов 4е поуо, то есть на генетиче- 
ский аппарат клетки (подробно см. ниже), приводя к угнетению, 
или репрессии, образования всей ферментной системы 
(рис. 6, 3). Если в первых двух случаях речь шла об изменении 
активности молекул фермента, то в последнем случае имеет 
место регуляция количества его молекул, иными словами, 
налицо иной уровень в иерархии регуляторных процессов. 

Те же принципы регуляции осуществляются и в целом 
организме. На схеме регулирования уровня сахара в крови 
(см. рис. 4) видно, что инсулину, адреналину и кортикостерои- 
дам наряду с их специфическим действием на регулирующие 
органы принадлежит также важная роль в осуществлении тор- 
мозяшего действия на центры промежуточного мозга и гипофиз 
(реафферентное воздействие). 

Так, например, выделение гипофизом адренокортикотропного 
гормона (АКТГ), усиливающего образование кортикостероидов, 
зависит в свою очередь от их содержания в крови в каждый дан- 
ный момент: понижение содержания этих гормонов вызывает 
повышение секреции АКТГ и наоборот. Таким образом, здесь 
имеет место типичный случай регуляции по типу отрицательной 
обратной связи, которая образует внутри общего контура регу- 
лирования свой малый замкнутый контур. 

Характерно, что способностью к авторегуляции обладает 
не только вся описываемая система в целом, но и отдельные 
ее звенья, например печень, занимающая центральное место 
в углеводном обмене веществ. 

По данным Соскина и Левина (Зоз п а. Тех1ше, 1952), в пе- 
чени имеется собственный томеостатический механизм, регули- 
рующий поступление глюкозы в кровь независимо от инсулина 
или других гормонов. Последнее представляется особенно инте- 
ресным в связи © тем, что в печени открыт еще один гомеоста- 
тический механизм (СИпоз а. Сау, 1952; С|Ппоз, 1958а, Ъ, 1960; 
Зет, 1960), контролирующий деление клеток (см. также Ва4е 
а. 1Лапоз, 1962; Туманишвили и Табидзе, 1962, 1963; Моуа, 1963; 
Туманишвили, 1964а, 6). Буллоу высказывает предположение, 


что в каждой ткани существует собственный гомеостатический 
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механизм, контролирующий режим митозов (ВиПопой а. Кую- 
таа, 1965). з 

В последние годы опубликованы многочисленные сборники, 
книги и отдельные статьи, посвященные различным аспектам 
применения кибернетики в решении биологических проблем 
(сборник статей немецких инженеров и биологов «Кезешипозуог- 
сапое ш 4ег Вюозе», 1956; АзПБу, 1956; Труды симпозиума 
в Теннесси (США) «Ииогтайоп еогу ш Б1о]осу», 1957; Сазза, 
1957; Ляпунов, 1958, 1963; Соболев и Ляпунов, 1958; сборник 
«Се|аг тесщафогу теспап1зтз», 1961, из серии Со!4 Зря 
НагЬог Зутроза; сборник «Биологические аспекты кибернети- 
ки», М., 1962, и др.). Дальнейшее теоретическое развитие полу- 
чила идея о приспособительном значении управляющих систем 
(Тимофеев-Ресовский и Ромпе, 1959; Малиновский, 1960: Шмаль- 
гаузен, 1964). Однако наиболее значительным успехом иссле- 
дований в этой области явилось открытие внутриклеточных ме- 
ханизмов биологической авторегуляции некоторых обменных 
процессов. 

Генетический контроль белкового синтеза. В последние годы 
большие успехи достигнуты в области изучения внутриклеточ- 
ных механизмов регуляции белкового синтеза. 

Согласно современным воззрениям, гены являются первич- 
ными факторами, определяющими белковый состав клетки 
(см. обзоры: Носпезз, 1959; Хесин, 1961; Спаштгеппе, 1961; Баев, 
1963; Спирин, 1965, и др.). Основным специфическим активным 
компонентом генов служит ДНК, главные функции которой за- 
ключаются ‘в самовоспроизведении (репликации), а также 
в хранении и передаче генетической информации. 

При репликации происходит синтез новых молекул ДНК на 
ДНК-матрице. Кроме того, на ДНК образуются молекулы ин- 
формационной РНК, или и-РНК (процесс транскрипции), 
переносящей информацию от ДНК ядра к цитоплазматическим 
центрам синтеза белка — рибосомам (рис. 6). В цитоплазме про- 
исходит соединение активированных аминокислот с транспорт- 
ными РНК (т-РНК), которые затем образуют комплекс с и-РНК 
рибосом (см. обзоры: МаЁзоп, 1963; Сегег, 1963; Киселев, 1963, 
1964). Аминокислоты соединяются пептидной связью, и образо- 
вавшийся белок отделяется от рибосом. Взаимодействие и-РНК, 
т-РНК и рибосом при синтезе полипептидов получило название 
трансляции, или перевода генетической информации в струк- 
туру специфического белка. Таковы в самых общих чертах наи- 
более важные этапы белкового синтеза, каждый из которых мо- 
жет являться объектом воздействия. Ч 

ДНК играет в этом процессе роль программирующей матри- 
цы, подчиняющейся в свою очередь сложной системе регуляции. 
Эта система была открыта и изучена Жакобом и Моно (ЛасоЬ 
а. Мопоа, 1961а, Б, 1963) на примере индуцированного синтеза 
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Рис. 6. Схема синтеза белка 


ферментов у бактерий и в настоящее время широко использует- 
ся при трактовке результатов, полученных на высших организ- 
мах, хотя общность процессов регуляции, по признанию самих 
‘авторов (Мопо4 а. УасоВ, 1961), не может считаться доказанной 
для различных ступеней развития живого мира. 
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Рис. 7. Упрощенная схема регуляции синтеза бел- 
ка по Жакобу и Моно (ЛасоБ а. Мопоа, 1961) 


Согласно схеме Жакоба и Моно (рис. 7), молекулярная 
структура синтезируемого белка определяется специальными 
структурными генами (участками ДНК), которые снабжают ин- 
формацией и-РНК. Синтез и-РНК может начаться только при 
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воздействии гена-оператора, расположенного рядом со струк- 
турными генами. Совокупность нескольких структурных генов, 
координируемых одним оператором, носит название оперона. 
ри этом оператор функционирует только в составе данного 
оперона. Обособленно от него располагается ген-регулятор, от- 
личающийся от структурных генов; ген-регулятор синтезирует 
специфическое соединение — репрессор, который блокирует функ- 
препятствует переносу информации от струк- 
турных генов. Репрессор обладает способностью реагировать 
с рядом метаболитов (эффекторов), которые, связывая его, ак- 
тивируют тем самым ген-оператор и в конечном счете индуци- 
руют синтез белка. 
раткое изложение этих представлений совершенно необхо- 
димо для правильной интерпретации экспериментальных дан- 
ных о воздействиях на митотический цикл (гл. П), а также для 
оценки и понимания тех взглядов, которые высказываются в по- 
следнее время относительно возможных точек приложения дей- 


Е гормонов в реакциях внутриклеточного метаболизма 
гл. УТ). 


3. РЕГУЛЯЦИЯ ДЕЛЕНИЯ КЛЕТОК. 
ПОНЯТИЕ О МИТОТИЧЕСКОМ РЕЖИМЕ ОРГАНИЗМА 


Митоз оказался счастливым открытием. Интерес к его изуче- 
нию никогда не ослабевал, и ни разу на протяжении века он не 
становился, по выражению Гросса (@гозз, 1960), «загадкой для 
касты специалистов», как это нередко случалось с другими от- 
крытиями в биологии. Наблюдалось лишь закономерное чере- 
дование интересов к исследованию отдельных сторон проблемы, 
определявшееся развитием смежных с цитологией наук: гене- 
тики, эмбриологии, физиологии и др. 

Первый период в изучении митоза, связанный главным обра- 
зом с именами представителей немецкой цитологической школы, 
совпал с рядом открытий в области эмбриологии и генетики 
(см. начало главы), что обусловило выбор объектов и характер 
исследований. На крупных, отчетливо структурированных клет- 
ках простейших, дробящихся яиц животных, пыльцы и эндо- 
сперма растений, личинок амфибий и многочисленных тканевых 
культур были подробнейшим образом описаны все детали мито- 
тической фигуры и прослежены последовательные изменения 
различных компонентов митоза в процессе деления клетки. Мож- 
но лишь удивляться точности наблюдений и выводов работ того 
времени, нашедших полное подтверждение в последующих ис- 
следованиях отдельных фаз митоза с помощью микрокиносъем- 
ки. Третье издание фундаментального труда Вильсона «Клетка» 
(\/1зоп, 1925) явилось своеобразным итогом этого плодотвор- 
ного периода в истории изучения митоза, который продолжался 
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реннеи секреции. Наступи 


биологии > 
О О ал семи пользимиата, (бо зерть 
1926, 1936) ’Вей т, , ), Пржибрама (РггАБтат, 
Ме. ейсса (Р. \'е15з, 1930, 1939), Абело (АЪе!ооз, 1932), 
1936) р оо (1922, 1931), Кольцова (1997, 
Н , Л ), Филатова (1939) и многих других. 
а первый план выдвинулись вопросы регулирования, что не 
ы сказаться и на подходах к изучению митотического 
леток. 

Постепенно стало оформляться новое, физиологическое 
направление разработки проблемы митоза, основным содержа- 
нием которого стало исследование количественных закономерно- 
стей клеточного размножения в связи с его ролью в процессах 
обновления и развития организма. 

Пионером этого направления по справедливости следует счи- 
тать профессора факультета зоологии Лондонского университета 
Уильяма Сиднея Буллоу (\.. $. ВиЦоиов, 1946 и др.) — автора 
многочисленных экспериментально-теоретических исследований 
и сводок по различным вопросам деления клеток, о которых 
будет идти речь впереди. Отдельные работы по количественному 
учету митозов появлялись и раньше (уап Геу4еп, 1917; ГоеБ 
а. Науеп, 1997, 1929; Сайеоп, 1934; Соорег а. Зем, 1938; оуа, 
1937 и др.), но они не носили систематического характера и ча- 
сто страдали методическими погрешностями. › 

Большой вклад в изучение закономерностей деления клеток 
в организме внесли советские исследователи. Немалую роль в 
успешном развитии подобного рода работ в нашей стране сыгра- 
ли своевременно появившиеся обзорно-теоретические статьи 
о значении физиологического изучения митоза (Залкинд и Уткин, 
1951; Залкинд, 1952, 1954а). В разработку этой проблемы р 
одновременно включилось несколько лаборатории (подробно 
см. Лиознер и Доброхотов, 1958; Уткин, 1958; м с оевы 
1959; Доброхотов, 1959а, 1963; Алов, 1964, и др.). Ви ры 
ном развитии этих исследований большую роль сыграло т 
ление к пониманию сущности и причин ть ся т 
тканей. Оценивая значение физиологического новеода к изу з 

} Гейльбрун писал: «С точки зрения физиолога, одно 
с Им проблем клеточного деления является воп- 
из наиболее важных ‹ ие и задерживающих деление клетки, 
рос о факторах, вызыва иена она 
проблема более непосредственно, , 
и эта проол. Нейьгипп, 1956, русск. перев., стр. 187). 
с проблемой рака» (Не , , 


могла бы 


лись большими успе- 
Особенный интерес ста- 
лемы развития и поведения организ- 
ганов и тканей, действия желез внут- 
л период расцвета экспериментальной 


25, 


Основной задачей исследований, проводимых в этом направ- 
лении, стало выяснение особенностей регуляции митотиче- 
ского деления в нормальном и патологически измененном орга- 
низме. 

Учитывая существующую иерархию регуляторных систем 
(см. предыдущий раздел), справедливо предполагать, что, изучая 
изменения процесса размножения клеток при воздействии на 
целый организм, исследователь в большинстве случаев сталки- 
вается с проявлением различных модулирующих влияний, на- 
кладывающихся на более тонкие механизмы регуляции митоза, 
деиствующие на клеточном и молекулярном уровнях. По мне- 
нию Мэзия (Ма2ла, 1961а), проблема регуляции митотического 
деления в организме сводится в конечном итоге к изучению 
взаимодействия между различным образом устроенными клет- 
ками и системами, несущими в организме функцию передачи 
‘информации. Такой подход предполагает специфичность 
ответа в случае любого регулирующего воздействия. Вопрос 
© специфичности реакций на различных уровнях будет более под- 
робно рассмотрен в гл. ГУ. 

Важно также подчеркнуть, что при исследовании регуляции 
деления клеток в целом организме предметом изучения оказы- 
вается не индивидуальный акт митоза, а общие закономерности 
клеточного размножения в тканях. Это направление в изучении 
митоза ‘было удачно названо Доброхотовым (1959а) гистофизио- 
логическим, так как при любом воздействии на организм все 
клетки функционируют в составе тканей. Поэтому устанавливае- 
мые в данном случае закономерности характеризуют клеточную 
популяцию в целом, то есть они являются преимущественно ста- 
тистическими закономерностями (см. гл. ГУ). 

Задачи и специфика гистофизиологического изучения деле- 
ния клеток обусловили и выбор объектов исследования. Ими ста- 
ли пролиферирующие ткани млекопитающих, на фиксированных 
препаратах которых можно было обнаружить относительно 
большое количество митозов, достаточное для получения необ- 
ходимых показателей и последующей статистической обработки 
материала. Удобными объектами в этом отношении оказа- 
‚лись эпителий роговицы, эпителий крипт кишечника, эпидермис 
и некоторые другие ткани, число которых со временем воз- 
росло. 4 Е 

В процессе исследований выяснилось, что каждой ткани при- 
сущ определенный уровень митотической активности. 
О митотической активности обычно судят на основании вычисле- 
ния митотического коэффициента, или митотического индекса, 
под которым понимают отношение числа митозов к общему числу 
клеток ткани; менее точным показателем митотической активно” 
сти является число митозов на единицу площади или объема 


ткани. 
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} Существование В организме тканей с самым различным уров- 
нем митотической активности, который мо? ` Г 
меняться под влиянием внешних р с 
к - ) м внешних и внутренних факторов, при- 
вело к представлению о митотическом режиме организ- 
ма (см. Доброхотов, 1959а) : 
у 2 
: Оказалось, что изменения митотической активности в боль- 
в | и тканей носят четко выраженный ритмиче- 
7 ктер. Была обнаружена суточная и сезонная пе- 
риодичность числа митозов в тканях, а также периодичность, 
связанная с половыми циклами. Выяснилась тесная зависимость 
митотической активности отдельных органов от их функциональ- 
ного состояния, в частности от режима питания. 

Большой интерес вызвал установленный в разных опытах 
факт огромной лабильности уровня митотической активности 
некоторых органов по отношению к самым, казалось бы, незна- 
чительным изменениям внешних условий. Эти наблюдения сти- 
мулировали большое количество работ по изучению нервных и 
гормональных влияний на митотический режим организма. 

Были получены новые данные о роли клеточного деления 
в репаративной и ‘физиологической регенерации органов, позво- 
лившие пересмотреть прежние представления об их способно- 
сти к восстановлению. 

Наконец, были изучены закономерности деления клеток в тка- 
нях организма при развитии опухолей и в самих опухолях, а так- 
же митотический режим тканей при облучении и других воздей- 
<твиях (см. Уткин, 1958; \\. $. ВиПоиев, 1962а; Ве{а|апйу а. Ган, 
1962, 1963; Доброхотов, 1963; Алов, 1964, и др.). 

Не затрагивая многих интересных и важных вопросов регу- 
ляции митотического режима организма, подробно изложенных 
в вышеупомянутых трудах, мы перейдем к рассмотрению лите- 
ратуры, посвященной регуляции митотического цикла. 


Глава И. 
РЕГУЛЯЦИЯ МИТОТИЧЕСКОГО ЦИКЛА 


ЪмМм=—_— 


1, ПРЕДСТАВЛЕНИЕ О МИТОТИЧЕСКОМ ЦИКЛЕ 
И ЕГО ПЕРИОДАХ г. 
Понятие о митотическом цикле существовало уже давно, од- оценен. 
нако точное определение его отсутствовало. Поскольку основным ОЧНЫХ 
объектом изучения митотического деления обычно служили син- | ников / 


хронно дробящиеся яйца с быстро протекающими митозами, где 
вслед за телофазой почти сразу же начинается профаза, митоти- 
ческий цикл нередко отождествляли с самим митозом. Лишь Е а 


позднее в это понятие стали включать и интерфазу (А. Ниовез, м 
1952), рассматривая ее как подготовительный период в целом. 1954; 2 

Первая успешная попытка расчленить интерфазу принадле- } 1957; С 
жит Говард и Пелку (Но\уаг а. Ре|с, 1951а, Ъ), показавшим тотичес: 
методом радиоавтографии (см. гл. УП), что включение Р?32 в (см. наг 


ДНК клеток корня конского боба У1<а {афа происходит только 
в интерфазе, заканчиваясь за несколько часов до начала митоза. 

В следующей работе этих же авторов (Но\уаг4 а. Рес, 1953) 
указанный феномен был подвергнут более детальному исследова- 
нию. Корешки выдерживали в среде, содержавшей Р?3?, в течение 
1 часа, а затем переносили их в среду с нерадиоактивным фос- 
фором и фиксировали через каждый час. Для удаления меченой 
РНК препараты обрабатывали рибонуклеазой. Первые меченые 
митозы (профазы) можно было обнаружить только через 8 час. 
после контакта корешков с радиоактивным фосфором, из чего 
был сделан вывод о прекращении синтеза ДНК за 8 час. до на- 
чала митоза. 

Через 6 час. после появления первых меченых митозов снова 
начали преобладать немеченые митозы, что свидетельствовало 
о локализации синтеза ДНК в течение определенного периода 
интерфазы, равного 6 час. Авторам удалось проследить появле- 
ние второго максимума меченых митозов — через 30 час. после 
первого; следовательно, весь митотический цикл клеток корня 
\ус1а ГаБа, включая митоз и интерфазу, продолжался 30 час. 

Говард и Пелк предложили разбить митотический цикл на > 
тыре периода (рис. 8): собственно митоз, пресинтетический пе- 
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уч 


риод (С) ', период синтеза ДНК ($5) 
(6: 
есмотря на четкость полученных ре 
и : С 
воспроизведение их на ы аа о 
Ногпзеу а. Нозуага, 1956) 


и премитотический период 


других объектах (ТаЙНа её а1., 1954; 
‚ значение данных Говард и Пелка было 


Чась! 


Рис. 8. Первая схема митотического цикла 
с разделением интерфазы на отдельные перио- 
ды (Но\уаг4 а. Рес, 1953) 

р — деление клетки (митоз); С,— пресинтетический 
период; $ — период синтеза ДНК; С, — премитотиче- 
ский период 


оценено лишь позднее, когда они нашли подтверждение в более 
точных исследованиях с использованием меченых предшествен- 
ников ДНК. В течение же нескольких лет высказывались самые 
разнообразные суждения о времени синтеза ДНК в митотическом 
цикле (З\/Щ, 1950, 1953; Раз{ее!$ е# 11501, 1950; Р. М. В. \Маег 
а. Лаез, 1952; З4еуепз, Раоц${ а. Ге опа, 1953; Р. М. В. \аЩег, 
1954; РаоцзЁ а. Гапитапае, 1955; Р. М. В. \МаЩег а. МисЫзоп, 
1957; СауаШ, 1958, и др.) и предлагались различные схемы ми- 
тотического цикла, не нашедшие в дальнейшем подтверждения 
(см. например, @. В. \150л а. Могг1зоп, 1959, и др.). 

Более углубленному изучению митотических циклов способст- 
вовало успешное применение в радиоавтографических исследова- 
ниях соединений, меченных тритием (см. гл. УП), а также фун- 
даментальные открытия в области строения и функции ДНК как 
реплицирующейся матрицы (\/аёоп а. Сиск, 1953а, 5). Были 
получены данные об относительной метаболической стабильности 
ДНК (Кага а. Зфайат, 1955) и показано, что вновь образую- 
щаяся ДНК переходит в дочерние клетки, почти не претерпевая 
изменений (Неа|у ей а1., 1956). 

Следующим шагом было использование в радиоавтографии 
специфического предшественника ДНК — тимидина, меченного 
тритием, что позволило избирательно метить клетки в периоде 
синтеза ДНК и прослеживать судьбу меченых клеток и отдель- 
ных хромосом в нескольких генерациях (7. Н. Тауог, \№оо4$ а. 
Ниопез, 1957; \\. 1.. Ниврез, Вопа е# а[., 1958, и др.). 

За сравнительно короткое время были получены А 1 
| те о продолжительности митотических циклов и их пе- 
ЕЯ животных (Оназег а. ЗНегтап, 1959; Сайапео 
е{ а|., 1961; ЗНегтап ей а|., 1961; ГезВег е# а|., 1961; Ма|опеу е 


1 От английского ар — интервал. 


а|., 1961; Жинкин и Андреева, 1962, 1963а; Чумак, 19636: Зоси- 
мовская, 1963, 1964а; Хрущов, 1963, и др.), растений (\М/птБег, 
1960; С1о\уез, 1961; \оодаг4 её а|., 1961; Уап Ноу, 1963, и др.), 
в культурах клеток (ЕйКей а. Уецу, 1958; Райцег а. Огех, 1959; 
СтопКЦе её а|., 1959; }. Н. Тауог, 1960а; Нагииефоп, 1960, 1961; 
Зфаппегз а. ТШ, 1960: Реепа! а. Мапзоп, 1961, 1963; $1$Кеп а. 
КшпозЦа, 1961; Вепаег а. Ргезсой, 1962, и др.), у низкоорганизо- 
ванных форм (Музаага, $. СиЦез а. ВизБ, 1960; \Мапка, 1962, 
и др.), в злокачественных опухолях (Ей\аг@з её а|., 1960; Меп- 
Че|зобп е{ а|., 1960; ОеШег, Т.аий и. беетауег, 1962; Вазегса, 
1963; Франкфурт и др., 1963, и др.). Более подробные сведения р 
по этому вопросу содержатся в обзорах Зосимовской (1962а) и. 

Чумак (1963а). 


2. ОБЩИЕ ЗАКОНОМЕРНОСТИ ПРОХОЖДЕНИЯ КЛЕТКАМИ 
ПЕРИОДОВ МИТОТИЧЕСКОГО ЦИКЛА | 


Результаты интенсивно развивающихся радиоавтографиче- 
ских исследований в совокупности с данными цитологии и био- ческого | 


химии, получаемыми в опытах на синхронизированных и есте- ера 

| х генера 
ственно синхронных объектах (см. обзор Ломакиной, 1963), копитающ 
позволяют наметить некоторые общие закономерности прохож- часа (ем. 


дения клетками митотического цикла. 


Под митотическим циклом в настоящее время пони- : ыы 
мают совокупность взаимосвязанных и детерминированных хро- а ту 
нологически событий, происходящих в клетке в период подготов- ости 
ки к делению, а также на протяжении самого митоза (см. Мажа, ным Чума 
1960а и др.; СПёугетопф, 1960). Началом митотического цикла должитель 


Цанев и Марков (1964а) предлагают считать тот момент, когда. 

в морфологически еще не измененной клетке начинается биохи- 
мическая подготовка клеточного деления, а окончанием цикла — 
завершение в двух дочерних клетках всех процессов, связанных 

с делением. В том случае, если очередной митотический цикл 
начинается сразу же после окончания предыдущего (как это: 
бывает в быстро размножающихся клеточных популяциях, нахо- 
дящихся в так называемой логарифмической фазе роста), он ` 
совпадает со всем периодом существования клетки, то есть с ее 
жизненным циклом (отсюда — частое употребление этих 
понятий в качестве синонимов). 

Однако в сформированном многоклеточном организме часть 
клеток по окончании митотического цикла подвергается диффе- 
ренцировке и начинает выполнять ту или иную специфическую: 
функцию, связанную с синтезом определенных специфических 
белков и не совместимую с процессами подготовки к делению. 
Недавно было показано (Жинкин и Андреева, 19636), что разру- 
шение дифференцированных мышечных волокон, приводящее 
к распаду сократимой субстанции, делает клетки способными к 
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синтезу ДНК и да. р р 8 

о о митотического цикла. 
специфическую функ ни клетки, когда она выполняет 
стоянии, нельзя ункцию, находясь в дифференцированном со- 
к. х отнести к митотическому циклу, и жизненный 

6 ток в сформированном организме может быть значитель- 
но больше их митотического цикла. Эти соотношения предсгав- 
лены на рис. 46 (гл. УП); обычно 
же митотический цикл изобража- я 
ют в виде круга с указанием пе- 
риодов в соответствии с обозна- 
чениями, предложенными Говард 
и Пелком (рис. 9). 

Все события митотического 
цикла находятся между собой в 
определенных соотношениях, ко- 
торые в настоящее время изуча- 
ются в разных аспектах. с 

Продолжительность  митоти- . 
ческого цикла (иначе — время Рис. 9. Схема митотического 
генерации) составляет у мле- с_ оеВытИ и: 
копитающих чаще всего 18—24 ский) период; $ — период ит 
часа (см. обзор Чумак, 1963а). С,— премитотический (постсинтетиче- 
Однако необходимо отметить зна- ский период) 
чительную вариабельность в Дли- 
тельности митотических циклов отдельных клеток. Так, по дан- 
ным Чумак (1963в), полученным методом радиоавтографии, про- 
должительность митотического цикла в эпителии роговицы мыши 
составляет около 72 час., а в эпителии двенадцатиперстной киш- 
ки того же животного — 11 час. В то же время продолжитель- 
ность 5-периода в этих тканях различается менее чем в два раза 
(она равна соответственно 8,5 и 4,5 час.). 

Вопрос о постоянстве в митотическом цикле времени синтеза 
ДНК постоянно поднимается в экспериментальных исследова- 
ниях (см. Сатегоп, 1964, и др.). Пильгрим и Маурер (РИогит 
и. Маигег, 1962) определили ‘продолжительность $-периода в 
различных тканях одного и того же животного (мыши) и пришли 
к заключению, что она колеблется незначительно, составляя для 
большинства тканей 7—8 час. (табл. 1). Впоследствии эти дан- 
ные были подтверждены авторами на большем материале (РИ- 
отит и. Маигег, 1965). = 

Постоянство времени $-периода (7—8 час.) обнаружено в 
эпителии различных отделов пищеварительного тракта мыши 
в нормальных условиях (Сашегоп а. СтеиИсв, 1963) и после ча- 
стичной резекции кишечника (Гогап а. Сгоскег, 1963), в р 
ных зонах коры надпочечников крыс (Рог4 а. Уоцпо, 1963), в 
остеогенной ткани (О\еп а. Мсернегзоп, 1963), при канцероге- 
незе в эпидермисе (Обгтег е{ а1., 1964). Интересно, что такой же 
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пинает 


Таблица 1 
Время удвоения количества ДНК в различных тканях мыши 
(РИегип и. Маигег, 1962) 
И, и 


Продолжительность 


5-периода, часы* 
Ткань Ы 


Нз—си Н—Н?з 


Е Ее К ВА 


Тощая кишка 


Подвздошная кишка эпителий 7,9 7,4 
Толстая кишка прин 8,5 6,5 
енонь\ 5 итений) ое оны, . м 
Печень (купферовские клетки) .... РЯ 8,2 133 
Поджелудочная железа: 
экзокринный эпителий ..... В+ 8,5 т 
Сома Е тр ВЫ 6,5 
Почки (эпителий канальцев) ... вк 6,6 7,6 
Кожа (эпителий) ... а М1 
Нищевод (опителии) “ое. паи 6,1 5,2 
Преджелудок (эпителий) ....... ры 9,4 7,0 
Желудок (эпителий) ............. 9,0 6,3 
“Легкие (эпителий альвеол) ОПЕКЕ 7,5 5 
Воспалительные клетки (пневмония)...... 6,3 
Лимфатические узлы кишечника асан 8,4 7,6 


* Приведенные результаты получены методом «двойной метки»: цифры левого 
столбца — с помощью двух разных изотопов, празого столбца — посредством разных 
концентраций одного изотопа. 


относительной стабильностью в митотическом цикле тканей 
сформированного организма характеризуется и время митоза, 
как это в свое время было неоднократно показано в опытах с 
воздействием колхицином и другими агентами (см. \. $. Ви- 
1ои5й, 1952с; З\уапп, 1957; Уткин, 1958). В тканях млекопитаю- 
щих митоз обычно длится в пределах 1 часа. Признание постоян- 
ства времени митоза не следует, разумеется, понимать как 
утверждение абсолютной невозможности воздействия на ход уже 
начавшегося деления. 

В противоположность этому длительность периодов С; и С. 
подвержена значительно большим колебаниям. В первую очерель 
это относится к пресинтетическому периоду С\, продолжитель- 
ность которого варьирует в различных тканях от нулевого значе- 
ния до многих часов и даже дней (табл. 2). 

Данные о постоянстве времени 5-периода и митоза первона- 
чально привели к предположению о постоянстве всего периода 
удвоения (редупликации) клеточных структур в митотическом 
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Таблица 2 


П 
родолжительность периодов С: и С. в некоторых тканях мыши 
аа со ео, сорт дса АРЕН ВАА 


г: 
о ое г ООО Ты тора ет! ВРЕМЯ АОН 


нормальные опухолевые С: иы 

и | Ногизеу а. Но\ага, 1956 

ль 5 Е4\уаг@$ е# а1., 1960 
рлиха Вазегеа, 1963 

у < Франкфурт, 1964 

Эпителий подвздошной кишки ОцазИег а. Знегтай 


Эпителий двенадцатиперстной и 
КИШКИ СР ск ТезНег е+ а1., 1961 


Эпителий волосяных фолликулов СаНапео её а1., 1961 
Эпителий роговицы ...... Чумак, 19636 
Эпидермис уха ....... Знегпап её а|., 1961 


цикле — $ + б5- митоз (см. $1эКеп а. КтозЦа, 1961). Этот взгляд 
находил подтверждение в тех работах, где были получены сход- 
ные между собой значения продолжительности периода [65 
(—1 час) для разных тканей (ОцазИег а. ЗВегтап, 1959; СаНа- 
пео е{ а|., 1961; ГезНег её а|., 1961, и др.). Однако постепенно 


стали накапливаться сведения о различной продолжительности 
периода Со (табл. 2). Была показана возможность длительной 
задержки клеток в этом периоде при неблагоприятных воздей- 
ствиях (Уатада а. Риск, 1961; Веселкина, 1962, и др.). 

По данным Гелфанта (@еМаптф, 1962, 1963в), в эпидермисе 
уха мыши имеется две популяции клеток с различной продолжи- 
тельностью периода С›: менее шести часов и более двух дней, а 
по последним результатам (СеМапь 1963с) — более пяти (1) 
дней. Сходная картина обнаружена в ткани эмбриональной под- 
желудочной железы мыши (\№е5зе1з, 1964). 

Хотя вопрос этот и является в настоящее время предметом 
дискуссии (Ней, 1963; Не а. Сгискзпапк, 1963), имеющиеся 
данные позволяют сделать вывод о значительно большей лабиль- 
ности периодов С: и Со, чем $-периода и митоза (см. также \оИ- 
зБего, 1964; Обаксвепко её а|., 1964). 

Все сказанное заставляет предполагать, что контроль за со- 
бытиями митотического цикла осуществляется не на всех, а лишь 
на определенных его этапах, и что факторы, регулирующие син- 


Е му, различны. 
те и митоз в цикле, по-видимому, 
т ‹е было сказано, окончание митоза само 


Действительно, как уж 
по себе еще не означает, что клетка будет снова синтезировать 
ДНК. Точно так же и окончание синтеза ДНК после удвоения ее 

1 тся достаточным условием следующего деле- 


количества не являе 
ния. В многоядерном синхронно делящемся плазмодии Рпузагит 
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роусерпаии1 синтез ДНК начинается почти сразу же после ми- 
тоза и заканчивается через 1—2 часа, а в следующий митоз клет- 
ки вступают лишь 15 час. спустя (Мусааг@ е| а1., 1960). 

Применяя ингибиторы отдельных этапов синтеза ДНК, Ларк 

(ГагКк, 1960, 1963) на синхронизированной культуре А саНоепез 
Гаеса!$ сумел экспериментально отделить цикл редупликации 
ДНК от цикла деления клеток. Он показал, что время синтеза 
ДНК подчинено своему собственному «расписанию», которое не 
связано с количеством ДНК в клетке. На существование внутри- 
клеточного механизма регуляции синтеза ДНК, не зависящего от 
содержания последней в ядре, указывают и другие исследователи 
(Сатегоп а. Зюпе, 1964). Диссоциацию клеточного деления и 
синтеза ДНК в синхронизированной культуре Теёгайутепа руг1- 
ГогпИ!з получил Цейтен (/ешвеп, 1963), который также пришел 
к заключению, что оба эти процесса контролируются различны- 
ми механизмами. 

Однако в условиях митотического цикла синтез ДНК и митоз 
оказываются связанными между собой, так как синтез ДНК ли- 
митирует вступление клеток в митоз. Нормальная соматическая 
диплоидная клетка не может разделиться, не удвоив содержания 
ДНК. Цикличность событий определяет и обратную зависимость 
синтеза ДНК от митоза. Если задержать клетки на длительное 
время в каком-либо периоде цикла, например в митозе, то рано 
или поздно это отразится и на синтезе ДНК, так как постепенно 
будет уменьшаться число клеток, вступающих в 5-период. 

Следствием подобного рода зависимости является то, что 
факторы, регулирующие синтез ДНК в клетке, могут контролиро- 
вать также и вступление клеток в митоз и в конечном счете опре- 
делять пролиферативную активность клеточной популяции. По- 
этому механизмы, обусловливающие переход клетки к синтезу 
ДНК, как и механизмы самого митоза, можно считать пуско- 
выми механизмами митотического цикла. 

Такое представление предполагает возможность эксперимен- 
тального изучения закономерностей митотического деления путем 
исследования нарушений, возникающих под влиянием различных 
факторов на протяжении всего митотического цикла. 


3. ИЗМЕНЕНИЯ В МИТОТИЧЕСКИХ ЦИКЛАХ 
ПРИ РАЗЛИЧНЫХ ВОЗДЕЙСТВИЯХ. 
ОБРАЗОВАНИЕ БЛОКОВ 


Исследования подобного рода проводятся в двух направле- 


НИЯХ: 

1. Выявляются точки приложения деиствия изучаемых факто- 
ров, то есть устанавливаются вызываемые ими нарушения в ми- 
тотических циклах и определяется чувствительность отдельных 


периодов цикла к данному воздействию. 
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м воздействие используется как своего рода 

. и инструмент, позволяющий устанавливать общие 
не а: прохождения клетками периодов митотического 

К числу наиболее часто используемых в этом плане воздей- 
ствий относится облучение клеток различными видами ионизи- 
рующей радиации (см. ниже), а также ультрафиолетовым светом 
(УПиЕПе4 её а|., 1961; Роже|, 1962а, Ъ; Нштрьгеу, Ре\уеу а. СогК, 
1963, и др.). Благодаря сочетанию радиоавтографического и био- 
химического методов изучения действия радиации на митотиче- 
ские циклы различных тканей с параллельным анализом хромо- 
сомных аберраций и деструкций клеток, за последнее время полу- 
чено большое количество данных о неодинаковой чувствитель- 
ности к облучению клеток, находящихся в разных периодах мито- 
тического цикла, и высказаны гипотезы о причинах наблюдаемых 
различий. Подробное изложение этих материалов, составляющих 
одну из новых глав радиобиологии, содержится в специальных 
обзорах (Га Ва, 1960; Мусаага, 1962; ОцазИег, 1963а Б; Рай а. 
ОназЦег, 1963), а также в отдельных статьях (ЗПегтап а. Оч- 
аз ег, 1960; Наггио{фоп, 1960, 1961; \МПИтоге её а|., 1961; ТШ, 
1961; Уатада а. Риск, 1961; Тегазипа а. ТойпасВ, 1961, 1963а, Ь; 
Пемеу а. Нишргеу, 1962, 1963, 1964; Дубинин и Дубинина, 
1963а, 6; Чумак, 1963в; Реуеу, НишрВгеу а. Согк, 1963; Мак 
а. ТШ, 19653, и др.). 

Наряду с этим в процессе исследования действия облучения 
на прохождение клетками митотического цикла был выявлен ха- 
рактерный феномен так называемого блокирования перехо- 
да клеток от одного периода цикла к другому, представляющий 
собой временную задержку клеток на определенном этапе цикла 
с последующим вступлением в очередной этап одновременно 
большого количества клеток (рис. 10). 

Блок С,—5$. В результате действия ионизирующего излуче- 
ния на корень У11а Таба (Но\гаг4 а. Рес, 1953; Рес а. Нохуага, 
1955) было обнаружено торможение перехода клеток из пресин- 
тетического периода С! в период синтеза ДНК. Этот же феномен 
(блок С! —5, или С1-эффект, как назвал его Лайта) был выяв- 
лен при облучении клеток костного мозга (Га) {На её а1., 1958) 
и эпителия кишечника (ЗВегтап а. ОназЙег, 1960). Блок @, —$ 
не специфичен для действия радиации. Блокировать вступление 
клеток в $-период можно с помощью ингибиторов отдельных 
звеньев биосинтеза ДНК. На этом принципе основан ряд хими- 
ческих способов синхронизации клеток в культуре (Гагк, 1960; 
ВиесКег! а. МиеЦег, 1960; Е. \М. Тау/юг, 1961; Хегоз, 1962, и др.). 
Возникновение блока С, —$ в митотическом цикле опухоли Эр- 
лиха при введении мышам амбунола (ингибитора реакций, осу- 
ществляемых при взаимодействии свободных радикалов), было 
установлено в работе Франкфурта и др. (1963). 
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Блок С›— М. У облученных культур клеток НеГа (Райщег а. 
Корезоп, 1959; Уата4а а. Риск, 1961, и др.), фибробластов ли- 
нии Г. (\АННе!4 а. Ехоп, 1959; \Унитоге её а|., 1961, и др.) и 
0-12 (Наггиооп, 1960, 1961) было установлено возникновение 
блока при переходе от премитотического периода С› к митозу 


Дифференциация 


Задержка 
митоза Созревание 


№ р 
а и) 


Рис. 10. Схема, иллюстрирующая воз- 
никновение блоков на различных этапах 
митотического цикла (Оиазег, 1963а) 
Обозначения те же, что на рис. 9 и 10 


(блок С. —М, или Со-эффект). В дальнейшем было показано, 
что оба блока ((, —5би С›—М) могут возникать при облучении 
независимо друг от друга (Веселкина, 1962; Зосимовская, 19626, 
19646; Чумак, 1962, 1963в; Тегазипа а. Тойтасй, 1963За, Ь; Мак а. 
ТИ, 1963; Грачева, 1964, и др.): При этом блок (> — М отражает 
не что иное, как хорошо известный феномен быстрого («реактив- 
ного») снижения числа митозов при облучении и других воздей- 
ствиях (см. Стрелин, 1956; Уткин, 1958, и др.). Этот блок может 
возникать при действии на организм стрессоров самой различ- 
ной природы (см. гл. Ш, раздел 2), аналогов иприта (Гауфе а. 
Вазегса, 1964) и, как правило, является кратковременным. В од- 
них и тех же условиях блок С, — 5 оказывается глубже и про- 
должительнее, чем блок (5 — М (Зосимовская, 19626, 19646; 
Чумак, 1963в). 
5$-эффект и блок $ — (>. При действии радиации значитель- 
но снижается интенсивность синтеза ДНК в $-периоде (так назы- 
ваемый $-эффект), хотя полного прекращения его не наступает 
(см. ГаЙпа, 1960). Очевидно, это связано с асинхронностью сии- 
теза ДНК в различных хромосомах и в отдельных участках хро- 
мосом (Прокофьева-Бельговская, 1947; /. Н. Тауог, 1958, 1960Ь, 
1962, 1963; @егтап, 1962, 1964; СИБегЕ е{ а1., 1962; Моогпеза а. 
Реепай, 1963; Га ва, 1963, и др.), благодаря чему ядро остается 
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Блок С.— М. У облученных культур клеток НеГа (Райщег : 
КоБе{зоп, 1959; Уата4а а. Риск, 1961, и др.), фибробластов л! 
нии Г (\МВЕНеа а. Е хоп, 1959; \УВИтоге её а|., 1961, и др.) 
1-12 (Наггиофоп, 1960, 1961) было установлено возникновени 
блока при переходе от премитотического периода С› к митоз 


Дифференциация 


Задерэкка $ } 


Рис. 10. Схема, иллюстрирующая воз- 
никновение блоков на различных этапах 
митотического цикла (ОцазИег, 1963а) 
Обозначения те же, что на рис. 9 и 10 


(блок С.—М, или Сэ-эффект). В дальнейшем было показано, 
что оба блока (С. —$и С›— М) могут возникать при облучении 
независимо друг от друга (Веселкина, 1962; Зосимовская, 19626, 
19646; Чумак, 1962, 1963в; Тегазита а. ТойпасВ, 1963а, Ь; Мак а. 
ТИ, 1963; Грачева, 1964, и др.): При этом блок @› — М отражает 
не что иное, как хорошо известный феномен быстрого («реактив- 
ного») снижения числа митозов при облучении и других воздей- 
ствиях (см. Стрелин, 1956; Уткин, 1958, и др.). Этот блок может 
возникать при действии на организм стрессоров самой различ- 
ной природы (см. гл. ПТ, раздел 2), аналогов иприта (Г. ауае а. 
Вазегса, 1964) и, как правило, является кратковременным. В од- 
цих и тех же условиях блок С, — $ оказывается глубже и про- 
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метаоолически активным на протяжении всей интерфазы. Поми- 
мо облучения, $-эффект был получен п Й 
генами на ‘различные тк М Не О о 
ани (МеСагег а. Оцаз ег, 1962а, Ь; Еуеп- 
еп, 1962а, 5; Еуепзеп а. [уегзеп, 1962; фепзеп её а|.. 1963: 
зеп, 1964), а также при действии ‹0 ео - 7 
р сарколизина на асцитную опу- 
о рлиха (Франкфурт, 1963, 1964). Принцип воздействия на 
о в основу некоторых способов температурной 
Е ции клеток (см. обзор Ломакиной, 1963). 
вать ДЕ и клетки продолжают синтезиро- 
ие о | ут закончить синтез и перейти к последнему 
ео. митозу, это указывает на возникновение блока 
о (см. ОпазИег, 1963а). Обнаружить этот блок удалось 
впервые Пейнтеру и Робертсону (Райцег а. КоБегёзоп, 1959), 
наблюдавшим увеличение количества клеток, синтезирующих 
ДНК, через 4—8 час. после облучения культуры НеГа в дозе 
500 р, что они объясняют длительной задержкой клеток в $-пе- 
риоде. Однако ‘убедительное доказательство существования бло- 
ка 5 — С. было представлено лишь недавно в работе Мака и Тил- 
ла (Мак а. ТШ, 1963), которые, применив остроумный методиче- 
ский прием — «двойную метку» (воздействие на клетки сначала 
слабым, а затем концентрированным раствором Н3-тимидина, что 
позволяет ‘различать клетки первого и второго типа по числу 
зерен серебра), — показали, что после облучения культуры 
[Г-клеток снижается интенсивность синтеза ДНК и клетки в тече- 
ние некоторого времени не переходят из 5-периода в период Ц.. 
Недавно было показано (Ра|ше е{ а|., 1964), что последова- 
тельное образование блоков (›—М и 5—0» в митотическом цик- 
ле эпителия тонкого кишечника можно наблюдать при введении 
мышам различных доз циклофосфамида (эндоксана). 


# 4. КРИТИЧЕСКИЕ ПЕРИОДЫ МИТОТИЧЕСКОГО ЦИКЛА 


Понятие о критических периодах и их экспериментальное вы- 
явление. То обстоятельство, что под влиянием различных факто- 
ров поражаются одни и те же этапы митотического цикла, посте- 
пенно привело исследователей к мысли о существовании в мито- 
тическом цикле определенных крит ических п ериодов 
(состояний), характеризующихся повышенной чувствительностью 
к воздействиям. Уже в течение нескольких лет предпринимаются 
упорные попытки выделить в митотическом цикле наиболее важ- 
ные события, определяющие дальнейший ход процесса. в 

Критический период, предшествующий делению клетки. 4 - 
ставление об «энергетическом резервуаре». Начало эксперимен- 
тальному изучению критических периодов митотического цикла 


Эд 


2 Эти периоды не следует смешивать с периодами С, Зи б.. 
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было положено работами Суонна (З\апп, 1953, 1954а, 1955 
по воздействию ингибиторами дыхания на синхронно делящиеся 
яйца морского ежа Рзатитестиз пШа115. Суонн показал, что 
если ингибитор действует в определенный период, предшествую- 
щий митозу, то ближайшее деление будет задержано ровно на- 
столько, сколько времени продолжалось действие ингибитора. 
Если же применять ингибитор перед самым началом или во вре- 
мя митоза, то последний протекает как обычно, но следующее 
деление вновь задерживается на отрезок времени, равный вре- 
мени действия ингибитора. Таким образом, было обнаружено 
существование перед митозом определенного критического пе- 
риода (термин, принадлежащий Суонну), пройдя который, клет- 
ки теряли чувствительность к факторам, воздействовавшим на 
предыдущий этап цикла. 

Проведенные опыты привели Суонна к заключению, подтвер- 
ждавшему более ранние наблюдения Буллоу (\. $. ВиЦПоиев, 
1952с), что клетка запасает энергию, необходимую для протека- 
ния митоза, в виде макроэргических соединений (преимуще- 
ственно АТФ) до начала деления и что сам митоз не зависит от 
процессов дыхания или гликолиза. Так возникло представление 
0б «энергетическом резервуаре» клетки (З\аппи, 1953, 
1957), поддержанное многими исследователями (см. Мала, 
1961а; \.. $. ВиЦоиев, 1962а, и др.). Однако в последнее время 
стали появляться данные (Аштооге, 1961а, Ь; 1962а, Ь, 1963), 
показывающие, что нечувствительность митоза к отсутствию 
кислорода и АТФ не является абсолютной. Было найдено (Ере!, 
1963), что митозы в дробящихся яйцах морского ежа могут 
быть блокированы практически в любой точке, если применять 
ингибитор за определенное время до наступления данной 
стадии. Авторы этих работ предлагают пересмотреть кон- 
цепцию 0б «энергетическом резервуаре» (см. также Мала, 
1963). 

Независимо от того, как будут развиваться эти исследования, 
мысль Суонна о существовании критического периода в митоти- 
ческом цикле следует считать весьма перспективнои. 

В опытах на синхронизированной культуре Тетанутепа ру!1- 
Гоги! Хамбургер и Цейтен (НатБигоег а. Хеш!еп, 1957) обна- 
ружили перед началом деления макронуклеуса критический пе- 
риод, в течение которого нарастала чувствительность к динитро- 
фенолу (ДНФ). Голдэн и Перри (Саш еп а. Реггу, 1958) выяви- 
ли критический период в ранней профазе митоза в нейробластах 
кузнечика, пройдя который, ядрышко терялс чувствительность 
к облучению микропучком ультрафиолетовых лучей. Позднее на 
этом же объекте было показано (Мега её а1., 1965), что в 
поздней профазе имеется еще один критический период, по про- 
шествии которого клетки утрачивают способность к дополни- 
тельному синтезу ДНК, вызываемому облучением. 
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«Пункты необ 
и на т ен Основываясь на подобных данных 
оное ИЕ © обственных исследований по динамике функ- 
ОЙ. в аппарата дробящихся яиц игло- 
1960: В оспег Мон У 19598, 5; 1960: МЕДЕ В 
суб Твовании в ла, 1960), Мэзия выдвинул представление о 
митотическом цикле так называемых пунктов 


необрат : 

а, раза В м м по гейиги»), разделяющих этапы 
лирующих факто Ма О 
и __- (Мата, 1961а). Если переход клетки к ка- 

у о этапу цикла может быть предотвращен до известного 
ты но уже не поддается блокированию после этого момен- 
а по мнению Мэзия, может считаться 

Критический период, предшествующий синтезу ДНК. Есте- 
ственно, что исследования в этом направлении не могли ограни- 
читься экспериментами на дробящихся яйцеклетках, обладаю- 
щих слишком короткой интерфазой, которая существенно отли- 
чается от периода подготовки к митозу в клетках сформированно- 
го организма (Зещем, 1962; Мала, 1963). 

- После опубликования работ Фридкина и Корнберга (Емед- 
{т а. КогпБего, 1957; Емейкт, 1959) о ключевой роли синтеза 
тимидиловой кислоты (ТМФ) в реакциях, предшествующих био- 
<синтезу ДНК, внимание исследователей было привлечено к из- 
учению этих процессов в связи с размножением клеток. 

Еще раньше в лаборатории Корнберга было показано (Когп- 
Бего её а1., 1956), что для синтеза ДНК в клетке необходимо 
присутствие всех четырех нуклеозидтрифосфатов (дАТФ, дГТФ, 
ЦТФ и ТТФ), входящих в состав молекулы ДНК (рис. 11). 
`Из четырех нуклеозидмонофосфатов (АМФ, ГМФ, ЦМФ и 
ТМФ), подвергающихся фосфорилированию при участии соответ- 
ствующих киназ, только тимидиловая кислота отсутствует в тка- 
нях в виде свободного метаболита и должна быть синтезирована 
путем метилирования дезоксиуридинмонофосфата в присутствии 
тетрагидрофолиевой кислоты (так называемый «метиловый 
чпунт» по Фридкину) с помощью фермента тимидилатсинтетазы. 
Только после метилирования д-УМФ в ТМФ тимидилаткиназа 
может катализировать фосфорилирование до ТТФ (Епеакт а. 

о, 1957). 
р о было установлено, что реакции образования 
и фосфорилирования ТМФ в клетке могут лимитировать ход син- 
и дальнейших исследований была обнаружена высокая 
активность тимидинкиназы и тимидилаткиназы в быстро проли- 

ферирующих тканях, таких, как регенерирующая печень 1 
питающих и другие объекты. В то же время было показано, 
хиназы остальных дезоксирибонуклеотидов (аденина, гуанина 
и цитидина) содержатся в нормальных регенерирующих тканях 


39 
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химидилагки наза 
Ее 


ДНК-полимераза 
днк 


Рис. 11. Упрощенная схема биосинтеза ДНК (Рау зол, 1961) 
ИМФ — инозинмонофосфат; УМФ — уридинмонофосфат; АМФ, АДФ и АТФ 
нозинмоно-, ди- и трифосфат; ГМФ, ГДФ и ГТФ — гуанозинмоно-, ди- 
фат; ЦМФ, ЦДФ и ЦТФ — цитидинмоно-, ди- и 
и ТТФ — тимидинмоно-, ди и трифосфат; д-дезокси.. 

чены реакции, интенсивно протекающие в быст 


— аде- 
и трифос- 
трифосфат; ТМФ, ТДФ 
- Жирными стрелками обозна- 
ропролиферирующих тканях 


примерно в равных количествах (ВоПии а. РоНег, 1959; \/е155- 
тап, Зтеше а. Раш, 1960; Н1аН а. Воагз В, 1960; см. обзор Са- 
пеПаК1з, 1962). Это привело к заключению о важной роли киназ 
тимидиловой системы в регуляции пролиферативных процессов 
(О’Вшеп, 1962; Шанот, 1963а, 6; Цанев и Марков, 1964а, и др.) 
И © значении для митоза событий, казалось бы, далеко от него 
отстоящих. Было высказано предположение о том, что пусковой 
(«триггерный») механизм митоза действует на значительно более 
раннем этапе митотического цикла, чем перисл, непосредственно 
предшествующий делению клетки ($15Кеп а. КтозНа, 1961, 
1962; Реепа! а. Мапзоп, 1963: и др.), и, таким образом, посту- 


лировано существование еще одного критического периода 
в цикле. 
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5. МОЛЕКУЛЯРНЫЙ КОНТРОЛЬ СОБЫТИЙ 
МИТОТИЧЕСКОГО ЦИКЛА 


и при исследовании пыльника ГШит 1опэШогит, 
ачалу синтеза ДНК в микроспорах, сопровождающемуся 
волной синхронных митозов, предшествует внезапное и кратко- 
временное появление тимидинкиназы, Хотта и Стерн (НоНа а. 
а а заключение об индуктивном характере 

рмента в микроспорах (чрезвычайно сходного с 
Е ЕТ ферментов у бактерий). Продолжив эти 
исс. с применением различных ингибиторов белкового 
синтеза и синтеза РНК и изучив в том же плане процессы, пред- 
шествующие мейозу в микроспорах пыльника ТиИиит егесфит 
(НоЦа а. З{егп, 1963с, 4), они пришли к выводу о том, что синтез 
белков Че поуо происходит во время митотического (а равно и 
мейотического) цикла неоднократно, причем каждый раз ему 
предшествует появление фракции и-РНК. 

Стерн и Хотта (З{еги а. Ноа, 1963а, Б) предполагают, что 
на протяжении митотического цикла происходит последователь- 
ная активация отдельных генов, обусловливающих продукцию 
специфических и-РНК и белков, чем и определяются направлен- 
ность и характер процесса. Активация тенов необходима для вы- 
хода информации, записанной в геноме в процессе эволюции. 
Не исключено, что эта информация может оказывать влияние на 
характер распределения хромосом в митозе или мейозе. Разли- 
чия между этими процессами контролируются иными механизма- 
ми, чем те, которые регулируют синтез ДНК в клетке. Появление 
новых фракций специфических белков происходит на протяжении 
всего митотического (и мейотического) цикла, не только после 
завершения редупликации ДНК, но и после релупликации и кон- 
денсации хромосом. Эти события могут быть вызваны различны- 
ми причинами: так, например, «триггерным» фактором, способ- 
ствовавшим синтезу белка и началу мейоза в микроспорах ТгИ+ 
Пит, явилось охлаждение (НоЦца а. Зегп, 19634). Применяя 

азличные ингибиторы биосинтеза макромолекул, Хотта и Стерн 
(1963а, 4) показали, что события, развивающиеся на протяже- 
нии митотического (и мейотического) цикла, так же диссоциа- 
бильны, как и процессы, протекающие во время самого митоза 
(Александров, 1962; см. гл. Т, раздел 1, а также данные настоя- 
шей главы о диссоциабильности митоза и редупликации ДНК). 
Это привело их к заключению, что периодическая активация 
отдельных генов на протяжении митотического цикла обуслов- 
лена факторами, лежащими вне хромосом. Во. всяком случае 
гены, определяющие последовательность событий митотического 
цикла, не входят в состав одного оперона (см. рис. 7). 

По мнению Стерна (1964), каждый из этих периодов пред- 
ставляет собой «микроцикл» (рис. 12), включающий следующие 
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Рис. 12. Гипотетическая схема «микроцикла» 
(Зфегп, 1964) 

Заштрихованная зона — геном; черный и белый круж- 
ки — регулятор и структурные гены. Между заштрихо- 
ванными зонами — внехромосомная часть клетки. И — 
индуктор; Ф — фермент (белок); П — продукты катали- 
за; Х — судьба фермента после его разрушения. / — ген 
неактивен; //Г — активация гена; 1//— ген активен; 
1У — подавление активности гена 


основные фазы: индукцию активности гена, ведущую к образэва- 
нию белка (фермента), каталитическое преобразование фермен- 
та (в результате возникает конечный продукт, приводящий 
к инактивации фермента) и подавление белкового синтеза. При 
этом, как было показано в опытах с применением различных 
анализаторов биосинтеза макромолекул, фазы индукции актив- 
ности гена и подавления белкового синтеза протекают с непо- 
‹средственным вовлечением генома, в то время как регуляция 
‚процесса инактивации фермента осуществляется внехромосом- 
ными компонентами. 

Из работ Хотта и Стерна вытекает принципиально важное по- 
ложение о том, что критические состояния (активация гена) мо- 
гут возникать в митотическом цикле неоднократно. Это значит, 
что в митотическом цикле имеется по меньшей мере несколько 
критических периодов, характеризующихся повышенной чув- 
ствительностью к воздействиям. По-видимому, такие критические 
периоды предшествуют «пунктам необратимости», установлен- 
ным Мэзия, пройдя которые, клетка становится нечувствительной 
ж факторам, действовавшим на нее в предыдущий период. 
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Рис. 13. Гипотетическая схема жизненного 
цикла клеток млекопитающих (МиеПег ей 
а1., 1962) 

А — Е — стадии («барьеры»), преодолеваемые 
клеткой при прохождении периода интерфазы, 
предшествующего началу репликации ядерных 
структур 


Эти положения находят экспериментальное подтверждение в 
работах последнего времени, в частности в исследованиях Мюл- 
лера и сотрудников (работы по механизму действия эстрогенов, 
вышедшие из этой лаборатории, будут подробно освещены 
в гл. У). 

На синхронизированной культуре клеток Нега с помощью 
антибиотиков было показано, что в пределах одного ядра днк 
может находиться в двух физиологических состояниях: 1) ДНК, 
способная к репликации (компетентная) и 2) ДНК, становящая- 
ся способной к репликации при активировании белкового синтеза 
(см. гл. УП. Другими словами, одни молекулы могут быстро на- 
чинать синтез ДНК, другим же нужен дополнительный стимул 
(«триггерная» информация) для приобретения компетентности. 
Роль стимулятора («триггерного» фактора) выполняет вновь 
образованный белок, синтез которого был в свою очередь вызван 
действием синхронизаторов (МиеПег © а1., 1962; З{иБЫейе!4 а. 
МиеПег, 1962). Авторы рассматривают митоз и интеркинез как 
единый циклически й процесс, на протяжении которого в 
клетке постепенно развертывается ряд «молекулярных событий», 
включающих периоды синтеза и активации специфических макро- 
молекул и контролирующих прохождение клетками митотиче- 
ского цикла (рис. : 

Дальнейшие исследования на культуре клеток НеГа показали 
{МиеПег, 1963), что и те клетки, которые уже = син- 
тезу ДНК, нуждаются В дополнительном синтезе К и белков 
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Че поуо, без чего не могут быть обеспечены поздние этапы синте- 
за ДНК в хромосомах. Оказалось, далее, что по завершении син- 
теза ДНК вновь наступает короткий период индукции-репрессии 
синтеза специфических РНК и белков, необходимых для прохож- 
дения видимых фаз митоза и цитокинеза. Таким образом, Мюл- 
лер и сотрудники идентифицировали три критических периода в 
митотическом цикле клеток НеГа. 

В опытах на Теганутепа ругИЙогпиз было показано, что кри- 
тическому периоду (по чувствительности к ДНФ перед вспышкой 
синхронных делений макронуклеуса), обнаруженному Хамбур- 
гером и Цейтеном (НатБигоег а. Хеи еп, 1957), предшествуе 
кратковременное появление фракции белка, который был назван 
«белком деления» (Хеш еп, 1961). Плеснер (Р1езпег, 1963) под- 
твердил эти данные и выявил существование в клетках Теёгаву- 
шепа специального механизма, регулирующего снятие вновь 
синтезированного белка с рибосом. Он полагает, что изменение 
чувствительности к ингибиторам дыхания во время критического 
периода носит вторичный характер. 

Опыты с аминокислотным голоданием культуры Тегапутепа 
(Ц. Е. Зюпе, 1963; @. Е. З!юпе а. РгезсоН, 1964) позволили обна- 
ружить у нее существование еще одного критического периода в 
пределах самой фазы синтеза ДНК: удаление из среды гистиди- 
на и триптофана, препятствовавшее очередному делению макро- 
нуклеуса, не влияло на ход событий по прошествии этого перио- 
да. Сходные данные были получены в опытах на Тенапутепа 
с недостаточностью пиримидинов (Сатегоп, 1963). 

Комбинируя время действия пуромицина и хлорамфеникола: 
на клетки культуры карциномы человека КВ, Тэйлор (Е. \\. Тау- 
1от, 1963а) рассчитал, что митозу предшествует критический пе- 
риод повышенной чувствительности к ингибиторам белкового 
синтеза, который наступает в исследуемой культуре через 2 часа 
после окончания $-периода ‘и продолжается около 2,5 час. 

Связь между отдельными событиями митотического цикла во 

времени была убедительно продемонстрирована зв опытах на 
плазмодии миксомицета Рнузагит ро!усернаит с синхронно де- 
лящимися ядрами; эти работы успешно проводятся в лаборатории 
Раша (Мусааг4 а. @иНез, 1962; диЦез а. диЦез, 1962, 1963, 1964; 
КизеН а. ЗасНзепте!ег, 1963; Вгаип, МШегтауег а. ВизсВ, 1963, 
и др.). Особенно интересным следует считать обнаружение в 
клетках Рнузагит двух фракций РНК, определяющих разные 
события: удлинение продолжительности интерфазы и задержку 
клеток в метафазе. При этом фракция РНК, ответственная за пе- 
реход клеток от метафазы к анафазе, оказалась значительно, 
более чувствительной к актиномицину 0. 

Критические периоды митотического цикла были выявлены 
в экспериментах на синхронизированных клетках Аз{аз1а 1опва 
(М. РадШа а. уап Огеа|, 1963; @. М. Ра@Ша а. Вит, 1963)» 
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на клетках волосков традесканции 
Сахаров и др., 1965) 


(Отрощенко и Сахаров, 1964: 
1963; Риск, 1963), в 


‚› В культуре клеток НеГа $3 (Риск а. Уейеп, 
о ЗК, 1963) ввел культурах клеток человека (ЕйК- 
1963), при ме турах опухолевых клеток ($ее4, 
а Ре! ы нии клеток некоторыми вирусами (КИ, 
екагзК1, 1963; КИ а. Риз, 1963; В 
Поток экспе | у ПО 

риментальных исследований в этом направлении 
оказался так велик, а объекты столь разнообразны, что еще из 
появилось специальной сводки по критическим периодам мито- 
тического цикла. Исключение составляет монография Цанева и 
Маркова «Биохимия клеточного деления» (1964а), в которой со- 
держатся в обобщенном виде многие данные, касающиеся пуско- 
вых механизмов митотического цикла. Вместе с тем в последнее 
время опубликовано большое количество статей, посвященных 
рассмотрению отдельных сторон проблемы (ТлуойЙ её Глуой, 1962; 
М. $. ВиЙочце|, 1963; Гагк, 1963; Оцаз@ег, 1963а; ОеШегЕ ей а|., 
1963; Риск а. З{еНеп, 1963; Шапот, 1963а, б; Жинкин, 1963; Ма- 
71а, 1963, 1964, и др.; о работах Хотта и Стерна, а также Мюлле- 
ра уже было сказано выше). Это позволяет суммировать некото- 
рые представления в области регуляции митотического цикла. 


6. ОБЩИЕ ПРИНЦИПЫ РЕГУЛЯЦИИ 
ЖИЗНЕННОГО ЦИКЛА КЛЕТКИ 


Вступление клетки в митотический цикл. Прежде всего, по 
единодушному мнению, клетка, закончив митоз, не сразу всту- 
пает в новый митотический цикл. Этому событию предшествует 
критический период — по терминологии Буллоу (\. $. ВиПоиеВ, 
1963), дихофаза 3,— когда клетка «принимает решение» (Сцаз+- 
]ег а. ЗНегтап, 1959; Мала, 1961а; \М`. $. ВиПоиой а. Гаигепсе, 
19645), будет ли она снова делиться. В быстро пролиферирую- 
щих тканях или эмбриональных объектах, где митозы следуют 
один за другим, этот критический период может наступать сразу 
же вслед за митозом или даже совпадать по времени с сдной из 
его фаз (см., например, Мэзия, 1960а, и др.). В медленно проли- 
ферирующих тканях он отделен от митоза значительным интерва- 
лом времени. 

Исследовав ранние изменения в регенерирующей печези, ко- 
торые предшествуют обычно наблюдаемому последовательному 
возрастанию активности ферментов, участвующих в биосинтезе 
предшественников ДНК, Цанев и Марков (19646) обнаружили 
в первые часы после тепатэктомии значительное снижение содер- 
жания ядерной РНК в ткани и способности РНК связывать 
основные красители, что привело их к заключению о наличии 
определенного этапа «репрограммирования» метаболизма клеток 
НА 


Е О треч кого вида — на две части; термин, отражающий возможность 
выбора двух путей. 
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при вступлении в митотический цикл,— мысль, развивающая 
представления Суонна (З\’апп, 1957, 1958: см. гл. ГУ). Строго 
говоря, только по прошествии этого критического периода и на- 
чинается пресинтетический период митотического цикла Ст, ко- 
торый, по-видимому, значительно короче, чем его обычно изобра- 
жают на схемах. В связи с этим Лайта (ГаЙва, 1963) предла- 
гает различать внутри пресинтетического периода две стадии: 
Со (период, когда клетка закончила деление, но еще не вступила 
В следующий митотический цикл) и С\, то есть собственно пре- 
синтетический период. Однако эта терминология встречает возра- 
жения ввиду отсутствия четких биохимических критериев для 
каждой из двух стадий (Ргезсой, 1964). 

События, развертывающиеся в клетке на протяжении периода 
Ст, представляют собой последовательную цепь реакций, приво- 
дящих к синтезу ДНК (см. Ларк, 1963; Цанев и Марков, 1964а). 
Хотя эти реакции достаточно хорошо ‘изучены, до сих пор нет 
единого мнения о том, что же является «инициатором» синтеза 
ДНК в клетке. 

Вступление клетки в $-период. В принципе контролирующие 
механизмы могут действовать на следующие этапы биосинтеза 
ДНК (см. рис. 12): 

1. Они могут регулировать пул предшественников 
ДНК, доводя его до определенной критической концентрации. 
В этом случае называют несколько «узких мест» реакций, воз- 
действие на которые в наибольшей степени отражается на темпах 
клеточного размножения: 

а) образование карбамиласпартата ‘из карбамилфосфата — 
самая первая ступень синтеза пиримидинов 4е поуо (Напазсви- 
"паспег а. \Ме!св, 1960). Блокируется уретаном, обладающим 
антилейкозным действием (см. Белоусова, 1963); 

6) восстановление рибонуклеотидов в дезоксирибонуклеоти- 
ды (КесВага, СапеПаК!$ а. СапеПаК{, 1961). Кэк показали Мэн- 
сон и Дефенди (Мапзоп а. Реепай, 1962), одним из самых ран- 
них изменений при облучении культуры [-5178У, приводящих к 
торможению деления клеток, является подавление редуктаз 
рибонуклеотидов. Однако этот случай, каки случай «а», по-види- 
мому, не типичен для пролиферирующих тканей; 

в) образование тимидиловой кислоты (Енчеадк1т, 1959); 

т) фосфорилирование тимидиловой кислоты (ТМФ) до ТТФ 
под влиянием тимидилаткиназы (работы лаборатории Корнбер- 
га и др.). Я 

О значении двух последних этапов в процессах клеточной про- 
лиферации уже говорилось выше. Однако, несмотря на, каза- 
лось бы, убедительные данные о повышенной активности тими- 
дилатсинтетазы, тимидин- и тимидилаткиназы в быстро растущих 

тканях, имеются факты, свидетельствующие о том, что Е 
ность этих ферментов нарастает в некоторых случаях уже посл 
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того, как клетк г : 
р я приступили к синтезу ДНК (В1апс ей а|., 1962; 
, ‚ следовательно, активность фе 
- я , рментов, катализи- 
п и и фосфорилирование ТМФ, не может 
ног. ДНК м" Узловым звеном пускового механизма биосин- 
итотическом цикле (см. Ларк, 1963 

Помим р ‚и др.). 

м мимо всего вышесказанного, следует иметь в виду, что 
и" ее: ДНК в клетке лимитируется 
тост ен тх механизмов обратной связи: в ча- 
ат м г м дезоксирибонуклеозидтрифос- 

ый у сстановлению рибонуклеотидов в дезокси- 
риоонуклеотиды и т. д. (см. СапеЦа|1з, 1962; Кафиани, 1963а, 6; 
Цанев и Марков, 1964а, и др.). Таким образом, пул предшествен- 
ников ДНК в клетке, по-видимому, не является основным фак- 
тором, определяющим вступление клетки в $-период. 

2. Следующими точками приложения действия механизмов 
регуляции биосинтеза ДНК в клетке могут служить синтез 
или активация ДНК-полимеразы. Этот вопрос долгое 
время был дискуссионным, так как оставалось неясным, синте- 
зируется ли данный фермент в ядре или в цитоплазме (Ргезсой, 
ВоПит а. К1изз, 1962, и др.), и если верно второе, то какова роль 
ядерной оболочки в контроле биосинтеза ДНК. 

Однако последние данные, полученные в лаборатории Мэзия 
(Нтесагапег а. Мага, 1962; Мала а. Ншерагапег, 1963; Мага, 
1963), свидетельствуют о том, что изолированные ядра яиц мор- 
ского ежа содержат ДНК-полимеразу в больших количествах. Ос- 
новываясь на результатах последовательного количественного оп- 
ределения содержания этого фермента в яйцах в процессе дроб- 
ления Мэзия (Мала, 1963) приходит к заключению, что взаимо- 
действие ДНК и ДНК-полимеразы является критическим событи- 
ем, обусловливающим начало и окончание синтеза ДНК. Более 
того, по мнению Мэзия, факторы, регулирующие уровень ДНК- 
полимеразы в ядре, осуществляют и «контроль дальнего дейст- 
вия» («1опо-гапее сопёго!»), то есть определяют вступление кле- 
ток в митоз. к 

Шапот (19636) полагает, что в медленно пролиферирующих 
тканях синтез ДНК сдерживается низкой активностью двух фер- 
ментов: тимидилаткиназы и ДНК-полимеразы. Следовательно, 
воздействием на ДНК-полимеразу можно регулировать вступле- 


ние клеток в э-период. й 
Однако в опытах на [-фибробластах мыши было показано 


(Ро\’ей, 19625), что, несмотря на значительное подавление сив- 

теза ДНК через 5—8 час. после обрабочки культа. к 

ном, активность ДНК-полимеразы не а ходные д 

ные ‘были получены на бактериях (ВШеп, 19 у 2. 
Таким образом, активность ДНК-полимеразы так к. тб 

пул предшественников ДНК, видимо, не т оба Н 

тором, определяющим вступление клеток в э-период. 
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путем активирования самой матрицы ДНКи созда- 
ния так называемого затравочного состояния молекулы. Для это- 
го необходима хотя ‘бы частичная денатурация ДНК с образова- 
нием однонитчатой формы. 

Естественно, что возник вопрос о роли в этом процессе специ- 
фических ферментов — дезоксирибонуклеаз (ДНК-аз Ги П). 
Еще раньше было показано, что синтезу ДНК в клетке предше- 
ствует повышение активности ДНК-азы (Вгоду а. \езитап, 1960; 
Вгоду а. \14х136, 1961), а затем были получены данные об акти- 
вации синтеза ДНК добавлением небольших количеств ДНК-азы 
(Клеег еЁ а|., 1961; Кетг, Вшше а. ЗшеШе, 1962; Загкаг, 1963, 
и др.). Как показал Стерн (З4егп, 1961, и др.), началу синтеза 
ДНК в микроспорах Гат |опэ1Йогит также предшествует на- 
растание активности ДНК-азы. 

Исходя из этих данных, а также результатов собственных ис- 
следований, указывающих на то, что усилению клеточной проли- 
ферации после механического повреждения эпидермиса предше- 
ствуют разрыв связей между РНК и белками с последующим 
распадом РНК благодаря активированию рибонуклеаз, Цанев и 
Марков (1964а) выдвигают гипотезу, согласно которой пусковой 
механизм клеточного деления приводится в действие активи- 
рованием всех внутриклеточных нуклеаз (как 
ДНК-аз, так и РНК-аз). 

Относительно механизма действия нуклеаз как «триггерных» 
факторов вступления клеток в $-период почти ничего неизвестно. 
Мэзия и Хайнгарднер (Мага а. Ншесагапег, 1963) высказывают 
предположение о «самозатравочном» (зе[-ргитеЯ) синтезе ДНК, 
обусловленном затравкой ядерной полимеразы ДНК-азой того 
же ядра. 

В опытах Ша (Звав, 1963) предварительная инкубация кле- 
ток культуры НеГа с РНК-азой и ДНК-азами Ги П приводила 
к повышению включения в ДНК Н?3-тимидина, причем особенно 
активной оказалась РНК-аза. Ша делает заключение, что по- 
следняя, возможно, подавляет репрессорную функцию РНК по 
отношению к реплицирующейся молекуле ДНК. с 

Несмотря на многочисленные данные о важной роли нуклеаз 
в биосинтезе ДНК, Ларк (ГагКк, 1963) полагает, что не они яв- 
ляются фактором, определяющим начало репликации ДНК 
в клетке. Он считает, что состояние пресинтетической денатура- 
ции ДНК ш \!уо достигается таким изменением ее молекулы, ко- 
торое понижает температуру денатурации до физиологических 
пределов, что может быть обеспечено неспецифическими и мяг- 
кими воздействиями на клетку (см. также данные Хотта и Стер- 
63). 

— м Ларка очень близки представлениям Львова и Льве 
вой (Елуой е{ Глуой, 1962), которые предполагают, что все основ 
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3. Наконец, регуляция биосинтез2 ДНК может происходить 


цирующее нача, 
Стерн; см. такя 
образующийся ( 
в биосинтезе ДЕ 
(Знай, 1963). 
Тот факт, чт 
апо некоторым 
подавить начало 


Та, сви 
т Детельст! 


ные события, обеспечивающие репроду 
активация фермента или активация мат 
тимыми изменениями структуры 


Г © ”- э 
кг одной реакции, что может быть вызвано малей- 
1 двигами температуры. В подтверждение приводятся дан- 


м температурной синхронизации деления клеток воздей- 


кцию клеток‚,— будь то 
рицы,— связаны с обра- 
молекулы вследствие смеще- 


25 на ранние этапы синтеза ДНК (см. обзор Ломакиной, 
Таким образом, 


ой Подытоживая этот раздел, следует сказать, 
) В разных видах клеток отдельные звенья биосинтеза 
днк могут обладать большей или меньшей чувствительностью 
к воздействиям (см., например, ОпазНег, 1963а), один из основ- 
ных механизмов, контролирующих вступление клеток в 5-период, 
деиствует, по-видимому, на уровне молекулы ДНК, обеспечивая 
ее затравочное состояние. 

Общим для разных видов клеток является также образование 
белковой фракции (дополнительный синтез белка), инду- 
цирующее начало синтеза ДНК (Мюллер и сотрудники, Хотта и 
Стерн; см. также Ецйока е{ а|., 1963, и др.). При этом вновь 
образующийся белок иной природы, чем ферменты, участвующие 
в биосинтезе ДНК (Ларк, 1963); он не является также гистоном 
(ЗВав, 1963). 

Тот факт, что различными ингибиторами белкового синтеза, 
(а по некоторым данным, и ингибиторами синтеза и-РНК) можно 
подавить начало синтеза ДНК, но лишь до определенного момен- 
та, свидетельствует о существовании критического периода, 
предшествующего переходу клеток из периода С: в $-период. 
Пройдя этот период, клетки становятся на некоторое время не- 
чувствительными к ингибиторам белкового синтеза («пункт необ- 
ратимости»), и синтез ДНК продолжается. 

Вступление клетки в период Со и в митоз. По данным Мюл- 
лера (МиеПег, 1963), последние этапы синтеза ДНК в клетке 
можно снова блокировать ингибиторами белкового синтеза и 
синтеза и-РНК. Следовательно, переходу клеток из 5-периода 
в премитотический период С. также предшествует педик 
критический период, сменяющийся новым «пунктом необр 
к, последний из установленных пока крат Пе. 
риодов предваряет уже само деление клеток и вновь характер 
1м повышением чувствительности к ингибиторам 


ется временнь б - 
ре = синтеза (по данным Мюллера, и к ингибиторам син 


е, первоначальные попытки 
и- . Как было сказано выше, 
а па. период с «наполнением» и «опорожне- 
зе: т емя 
нием» энергетического и о 
е ; , й 
холят подтверждения (Ере’, - 
о РЯ предполагать Е и. периэ 
дов и в самом митозе (Саш! 4еп а. Реггу, 1958; и др.). 


49 
д О. И. Епифанова 


неоднократно вступают в критические периоды (состояния), 

совпадающие, по-видимому, со сменой функционирования от- 

дельных генов, что обеспечивает клетку необходимой информа- ская пре; 
цией для дальнейшего прохождения цикла (в виде продукции | д АСТ 
специфических и-РНК и белков) и определяет направленность дна 
событий например, вступление клетки в следующий митотиче- 
ский цикл или же переход к дифференцировке. . * Систем 


Таким образом, на протяжении митотического цикла клетки р 


ъ 


Гросс и Кузино (@го$з а. Соизшеаи, 1963а, Ь, с, 1964) пока- ихН 
зали, что при воздействии актиномицином Д на развивающиеся | ы- < 
яица морского ежа Аграса рипсиайа деление клеток может Я, кщии, < 
продолжаться в течение нескольких часов, но дифференцировка в О’Бр: 
полностью подавляется. Они делают заключение, что вступление о еп, 1 
клеток в митоз определяется ранним образованием стабильной о месте 
и-РНК, в то время как дифференцировку обеспечивает более : 
«поздняя» фракция и-РНК, которая значительно менее ста- тического 
бильна. тию регул 

Эти данные находятся в соответствии с результатами иссле- , материал 1 
дований на системе фаг-бактерия (Хесин, 1965), в которых была тических п 
установлена смена синтеза одних и-РНК и специфических белков ции (см. г. 
другими и показано, что на разных стадиях развития фага в его 1960). 
хромосоме функционируют различные гены. Обсуждая получен- Поскол 
ные результаты, Хесин высказывает предположение о том, что | быть ВЫШЕ 
при развитии яйцеклеток высших животных также могут быть «медленны 
заранее подавлены или активированы определенные гены. . лических п 

Спирин и сотрудники (1964), выявляя быстрометящиеся По-в 
фракции РНК на различных стадиях развития зародышей вьюна, ромна ИДИ 
пришли к заключению, что последовательность прохождения Цикл рол 
стадий в процессе клеточной дифференцировки, определяемая {Эь. Упр 
синтезом специфических белков, обеспечивается не периодич- Ги тельгар, 
ностью РНК-синтезирующей активности ядер, а периодичностью Ц и Выход 
в «репрограммировании» рибосом (когда с рибссомами получает икла Кд 
возможность связываться ‘новая и-РНК, а старая, связанная с ЛейСтвия р 
ними ранее, распадается). Периоды репрограммирования могуг Очаете : 
наступать вследствие депрессии некоторых генов. “Кого а б 

Пусковые механизмы митотического цикла. Из всего сказан- | т Нарущ а 
ного следует, что события, развертывающиеся на протяжении че лы ен 
митотического цикла, управляются системой пусковых механиз- | то по 


мов, каждый из которых ‘может явиться объектом воздействия. 


В основе пусковых механизмов, как это вытекает из экспери- | Зои Змен 
ментальных данных различных исследователей, по-видимому, ле- | “еду НЫЕ 
жит последовательная активация одних тенов и репрессия дру- Хим и 
гих, что приводит к возникновению в митотическом цикле крити- } Чо кн 1 
ческих периодов (состояний), во время которых происходит Ч а 
смена типов синтеза специфических макромолекул (синтез новых а й 
и-РНК или, возможно, «репрограммирование» рибосом?), опре- Жи к к 
деляющих дальнейшее прохождение цикла и вступление клеток В ое Ш 

Рис Зи М 
< Одо 
ав 
ое о 
4 


в митоз. Подобь 
Е чена и се по существу не является новым. 
= в реакциях биосинтеза, определяющих по- 
следовательность событий эмб з 
скан эмбрионального развития (тенетиче- 
предетерминация раннеэмбриональных признаков), отме- 
туров (1948) и другие. , 
И не сходной системы регуляции событий 
ых кого цикла до последнего времени не выявлено. 
т = «пусковых механизмов митотического цикла», как 
х назвали выше, указывает на отсутствие единого пускового, 
а а, механизма и, следовательно, единой ключевой 
и, ответ, нной за этот процесс, как предполагали Бул- 
лоу, О’Брайен и др. (см., например, \\. $. ВиЙоизр, 1952, 1955; 
О’Впеп, 1962). ы Ё 

Вместе с тем в пределах каждого критического периода мито- 
тического цикла имеются реакции, неравноценные по восприя- 
тию регулирующих влияний. Рассмотренный выше фактический 
материал позволяет считать, что в основе чувствительности кри- 
тических периодов лежат так называемые тахостатические реак- 
ции (см. гл. Г), определяющие скорость процесса (Энгельгардт, 
1960). 

Поскольку суммарная скорость сложного процесса не может 
быть выше скорости наиболее медленного его звена, то такие 
«медленные звенья» и являются узкими местами в цепи метабо- 
лических превращений. 

По-видимому, тахостатическим реакциям принадлежит ог- 
ромная роль в развитии событий на протяжении митотического 
цикла. Управляемые по принципу отрицательной обратной связи 
(Энгельгардт, 1960), эти реакции могут определять вступление 
или выход клеток из цикла, а также переход от одного этапа 
цикла к другому, являясь одновременно точками приложения 
действия факторов, регулирующих деление клеток. В этом за- 
х‹лючается биологический смысл критических периодов митотиче- 
ского цикла. 

Нарушение подобной системы регуляции может приводить к 
тяжелым последствиям. Так, например, Шапот (1963а) считает, 
что в процессе злокачественного перерождения клеток вслед- 
ствие изменений в ИХ генетическом аппарате возникает новыи 
изозимный (изоэнзимный) профиль ключевых ферментов ео 
следующим исчезновением «медленных звеньев» важнейших оио- 
химических процессов. Это обстоятельство делает на определен- 
ном этапе невозможной регуляцию пластических биосинтезов 

к в опухоли. я 
9 я не = о наличии критических состоянии В 
жизненном цикле сформированных клеток представляет интерес 
в связи с известными фактами существования критических пе- 
1б льном развитии организмов (термочувстви- 
риодов В эмбриональв р а Аста ы 
тельная стадия В эмбриогенезе тутового шелкопряд У 
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ров, 1958; Астауров и др., 1958; периоды различной функцио: 
нальной активности ядер зародыша вьюна — Нейфах, 1959, 1961; в. 
критические периоды в эмбриональном развитии млекопитаю- - к. 
щих и других организмов, отличающиеся повышенной неспеци: — 
фической чувствительностью к воздействиям — Светлов, 1960, 
и др.). Это позволяет предполагать, что подобный принципи регу- | Р 
ляции, состоящий в периодическом возникновении критических | р 
состояний, благодаря последовательной активации отдельных | к 
генов распространяется на более широкий круг явлений, чем ми- р 
тотический (и мейотический) цикл, создавая оптимальные воз- 

можности функционирования самых разнообразных биологи- к» 
ческих систем. 
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Глава Ш 


НЕКОТОРЫЕ ПРОБЛЕМЫ 
РЕГУЛЯЦИИ МИТОТИЧЕСКОГО РЕЖИМА, 
СВЯЗАННЫЕ С ДЕЙСТВИЕМ ГОРМОНОВ 


1. СУТОЧНАЯ ПЕРИОДИЧНОСТЬ КЛЕТОЧНОГО РАЗМНОЖЕНИЯ 


Вопрос о суточной периодичности деления клеток является 
частью общей проблемы биологических ритмов, чрезвычайно 
широко распространенных в природе (см. Кешреге её ава, 
1957; З4ерНепз, 1959; сб. «В1ооб1са! с1оскз», 1960, из серии Со! 
Зрие НагЬог Зутроза; Эмме, 1960, 1962; ЗоПБегоег, 1962, 
1964; Доброхотов, 1963; НепансКкз, 1963; Нагкег, 1964, и др.). 
Суточная периодичность митозов, как и других физиологических 
процессов, представляет собой одно из проявлений многочислен- 
ных приспособительных функций организма, направленных на 
поддержание его устойчивости (см. гл. [, раздел 2). 

Изменения митотической активности на протяжении суток 
описаны у одноклеточных организмов и растений (см. Каг$еп, 
1918; ВоКа, 1949; Наветап, 1956; Гриф, 1959; Мала, 1961а; 
СсертеНег и. Мей, 1963, и др.), у амфибий (Меуег, 1954, 1958; 
ЗсВе\о ей а|., 1959; Доброхотов и Маркелова, 1960, и др.), птиц 
(КПеу, 1937), грызунов (см. дальше), кошек (уап Геу4еп, 1917) 
и человека (Вто4егз а. Рип, 1939; Соорег а. Зе ШИ, 1938; Со- 
орег, 1939; Зснех!пе, 1959). Среди грызунов подавляющее боль- 
птинство исследований выполнено на мышах и крысах, у которых 
суточный ритм митозов обнаружен в эпителии роговицы (уап 
Геудеп, 1926; Уткин, 1953а; Уазата а. Уазата, 1957, 1958; Голо- 
лобова, 1958, 1959а; Алов, 1959; Косиченко, 1960, и др.), эпидер- 
мисе уха и кожи спины (Русбп, 1933; Санеюп, 1934; Соорег а. 
ЕгапкИп, 1940; Витеше!а, 1942, 1943; \. $. ВиЦоией, 1948а; 
Срацагу, Е. Наего а. ВИег, 19564; Гололобова, 1958, а 

59, и др.), эпителии различных отделов кишечника (уап 
в: и и. Се1зе1, 1947; ВиПочев, 1948а; Гололобова, 
1958, 1959а; Алов, 1959; Вегер, 1959; Райцина, 1961, и др.), эпи- 
телии пищевода (З1пва, 1957; Алов, 1959; Артемьева, Бабаева и 
Лиознер, 1960; Доброхотов и Курдюмова, 1962), корковом слое 
почек (Витеп!е!а, 1938, 1942, 1944; Доброхотов и Курдюмова, 
1960, 1961; Алов и Красильникова, 1962, и др.), печени (1. №. \И- 
зоп, 1948; Тагаеку, Вагпит а. На!Бего, 1956; Е. Наего, 1957; 
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Вагпит, ЛагдеНКу а. Наего, 1958; Лиознер и Сидорова, 1959; 
Доброхотов, Бабаева и Курдюмова, 1962; Алов и Красильнико- 
ва, 1962; Реегз, 1962; Залетаева, 1963, и др.), костном мозгу 
(Со4еск а. Нешисв, 1949), различных отделах надпочечников 
(МЕШетапп е{ а|., 1955, 1956; Е. НаШего ей а1., 1958; Копа!сз, 
1962; Алов, 19626; Доброхотов и Никанорова, 1962), эпителии 
языка (Алов, 1959; Виноградова, 1962), эпителии экзокринного 
отдела поджелудочной железы (Маркелова, 1962; Алов и Кра- 
сильникова, 1962; Красильникова, 19626), слизистой оболочке 
желудка (Тимашкевич, 1962, 1963; СМагК а. Вакег, 1963) и др. 
органах (ВиПоизвВ, 1948а; Хап4ег еЁ а|., 1954; МаШетапи её а[., 
1954, 1955; МаШетапп а. НагИ, 1955; НагИ, 1956; Кшепкаштрй, 
1961, 1963; Романова, 1962; Тгой а. Согеп\еш, 1963; Зиптопз, 
1964, и многие другие). В процессе исследования суточной пе- 
риодичности деления клеток были высказаны различные гипо- 
тезы о причинах этого явления, в которых отразились две глав- 
ных тенденции: стремление связать наблюдаемые закономернос- 
ти с изменениями во внешней среде и попытка найти им объ- 
яснение в регуляционных возможностях самого организма. 
Связь с двигательной активностью и энергетическим обменом. 
Блюменфельд (Вштеп!е!а, 1942) установил различия в суточ- 
ном ритме митотической активности эпидермиса, слюнных же- 
лез и коркового слоя почек у крыс и на основании этого сделал 
вывод, что каждый орган обладает собственным ритмом клеточ- 
ных делений. Однако Буллоу (ВиПоиев, 1948а, Ь), исследовав- 
ший сразу большое число органов мыши (различные участки 
эпидермиса, эпителий пищевода, двенадцатиперстной кишки и 
семявыносящего ‘протока, лимфатические узлы), наоборот, обна- 
ружил между ними значительное сходство в суточном ритме ми- 
тозов: в целом высокая митотическая активность наблюдалась 
в утренние часы, низкая — в вечерние. Характер полученных 
данных привел Буллоу к представлению о том, что митотический 
режим организма находится в обратной зависимости от его дви- 
гательной активности. Несколько позднее Буллоу, развивая эту 
линию исследований, предпринял параллельное изучение режима 
клеточных делений и углеводного обмена у мышей и сделал по- 
пытку связать суточную периодичность митозов в организ\ те с 
колебаниями уровня сахара в крови (\\. $. ВиПоиеН а. Е1за, 
1950; М. $. ВиЙоиов, 1952с). К этому времени оформились его 
представления об определяющей роли глюкозы как энергетиче- 
ского фактора в регуляции деления клеток (см. гл. [\У). Сущ- 
ность гипотезы Буллоу сводилась к тому, что в течение суток 
клетки беспрепятственно проходят все этапы подготовки к деле- 
нию, но вследствие различного уровня энергетического обмена 
в организме в утренние и вечерние часы неодинаковое количество 
их вступает в митоз, чем и объясняется суточный ритм митоти- 
ческой активности. Представления Буллоу, позднее поддержан- 
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ные Суонн ; - 
ие а т многочисленные ис- 
ской активности и обменнех к чной периодичности митотиче- 
1958; . Нафеге, В Е р а в организме (см. Уткин, 
Мовчан, 1961; Ноа е М > 1959; Р. НаТБеге её а, 1960; 
по мере - аа. Моуак, 1961, 1962, и др.). Однако 
в расширения фактического материала становилось ясно 
что суточные изменения митотической активности не являются 
ОДНОЙ ЩИЯ ВСЕХ ОРГ ОНО У ТПО энергетиче- 
ский обмен всего организма не может быть единственным факто- 
ром, определяющим этот процесс. 

Связь со световым режимом. В ‘поисках новых объяснений 
наблюдаемых закономерностей в ряде лабораторий стали иссле- 
довать связь суточной периодичности клеточных делений со све- 
товым режимом животных. В этом направлении были достигнуты 
определенные успехи. Применяя инверсное освещение (свет в 
ночные часы и затемнение в дневные), Халберг и сотрудники 
(Е. НаФего, В пег а. Уши, 1957; Е. Наего ей а|., 1958, 1961, 
и др.) наблюдали полное извращение суточного ритма митозов 
в эпидермисе уха и в печени мышей. Такое же «зеркальное» из- 
менение суточного ритма митотической активности у мышей 
(смещение максимума митозов с утренних часов на вечерние) 
было получено при инверсном освещении и в эпителиях языка, 
пишевода, кишечника (Алов, 1959, 1962а, и др.), роговицы (Алов, 
1959; Косиченко, 1962) и молочных желез (ГЛапоз а. Р1е271, 
1963). 

Существенные нарушения суточной периодичности клеточного 
размножения в эпителии роговицы наблюдались при содержалии 
мышей в условиях непрерывного затемнения (Уткин и Косиченко, 
1960) и непрерывного освещения (Косиченко, 1961а). Применяя 
непрерывное освещение, Гололобова (1962) получила сходные 
результаты на эпителии роговицы и эпидермисе крыс. В опытах 
с «укороченными сутками» (длительное чередование периодов 
6-часового освещения и 6-часового затемнения) Косиченко (1962) 
удалось выработать в эпителии роговицы У мышей новый ритм 
митотической активности © наиболышим количеством делении В 
«дневное» и наименьшим —— в «ночное» время «12-часовых суток». 

Устойчивость к воздействиям. Не следует, однако, думать, что 
исследователи, которым удавалось добиться экспериментальной 
«переделки» суточного ритма митозов при изменении условии 
освещения, трактовали свои результаты как доказательство 
существования прямой зависимости суточной периодичности 
физиологических функций от смены дня и ночи. Наоборот, посте- 
пенно создалось единодушное мнение об огромной устойчивости 
суточного ритма митозов к самым разнообразным воздействиям. 
Оказалось, что закономерные изменения митотической актив- 
ности на протяжении СУТОК сохраняются при а, 
(Гололобова, 19596; Виноградова, 1960; Красильникова, а), 
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при голодании (Мовчан, 1961: Соколова, 1964; ЧаНсеВ е# ат. 
1963), в условиях медикаментозного сна (Соколова, 1962), гипо- 
Ффизэктомии (Райцина, 1961: Лиознер и сотрудники, 1962), при 
действии ионизирующей радиации (Косиченко, 1963: Мастрю- 
кова и Стржижовский, 1964; Булгак, 1965, и др.), при наличии 
в организме перевиваемой опухоли (Гололобова, 1958) и наблю- 
даются даже в некоторых злокачественных новообразованиях 
(Уоцатеп, 1953; Аэтей а. \еЙп-Вегоег, 1957; Мепе и. РоШе, 
1961; Роше, Мепс и. Мане, 1961; [Лапоз а. Воагап, 1961; Коло- 
мина, 1964; Реегз е{ а!., 1964). 

Устойчивость суточного ритма клеточных делений проявилась 
и в опытах с нарушением светового ‘режима. Так, Халбергу и сот- 
рудникам (НаШего, ВН тег а. ЗшйВ, 1957) удалось добиться 
достоверных показателей «зеркального» перемещения макси- 
мума и минимума митотической активности в эпидермисе и пе- 
чени мышей лишь на 923-и сутки инверсного освещения. Коси- 
ченко наблюдала аналогичные сдвиги в эпителии роговицы мы- 


лось на расстройство суточной периодичности митозов эпителия 


мышей в условиях однородного освещения (в одном случае за- 
темнение до 28 суток, в другом — освещение до 40 суток) не при- 
водило к окончательному сглаживанию кривой суточного ритма 
митотической активности (см. Косиченко, 19616). 


ствования в организме внутренних факторов, определяющих 


Работами Халберга и сотрудников (Е. Наего ей а|., 1954, 
1958; Е. НаШего, Реегзоп а. ЗИБег, 1959, и др.) было показано 
наличие суточной периодичности поступления в кровь гормонов 
коры надпочечников у мышей с максимумом секреции в вечерние 
часы и минимумом — в утренние. Аналогичные результаты были 
получены и на крысах (Юшпе а. Куютакь, 1961). Таким образом, 
оказалось, что суточный ритм поступления в кровь кортикосте- 
роидов находится в обратной зависимости от суточной периодич- 
ности митозов у тех же животных; время наибольшего количе- 
ства клеточных делений в эпидермисе уха и печени у мышей при- 
ходилось, по данным Халберга и сотрудников, на утренние часы, 
наименьшего — на вечерние. Инверсное освещение вызывало, как 
ив: случае митотической активности, ‹зеркальное» изменение 
кривой секреции надпочечниками кортикостероидов. Совскуп- 
ность полученных результатов, а также многочисленные работы 
других исследователей в области биологических ритмов позво- 
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делени. 
очереди 
НИЮ ЧИ 
ная кар 
сигналь 
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его, Е. Наего 7 
1963) 


Е. НаФего, В лег а. ЗшиВ, 1957; Е. На[- 


‚ 1959; Е. Нафего её а|., 1960: 
построить гипотетическую и а 


ритма митозов в организме ! А с 


о: схеме, наличие на протяжении суток в различ- 
те рганизма «волн митозов», или синхронных делений, 
оная В синхронизаторов. В нормальных физиоло- 
и х главным (первичным) синхронизатором 

уточная периодичность изменений в окружающей 
среде. Кроме того, в организме существуют вторичные син- 
хронизаторы, которые начинают играть главную роль в опреде- 
лении суточной периодичности митозов (как и других физиологи- 
ческих функций) при нарушении нормальных условий существо- 
вания и в отсутствие первичного синхронизатора. Так, например, 
при голодании суточный режим содержания эозинофилов в 
крови, подчиняющийся действию освещения, начинает зависеть. 
от времени кормления животных (Е. Наего ей а1., 1953). Точно. 
так же, по мнению Халберга, при нарушении светового режима 
ведущим фактором в определении суточной периодичности мито- 
зов становится периодическое поступление в кровь гормонов 
коры надпочечников, оказывающих тормозящее действие на 
деление клеток: усиление секреции кортикостероидов (в первую 
очередь глюкокортикоидов) в вечерние часы приводит к сниже- 
нию числа митозов в тканях; в утренние часы наблюдается обрат- 
ная картина. Поскольку у мышей, не воспринимающих световые 
сигналы (слепота), митотический режим нарушается, Халберг 
и др. (Е. НаЪего, В тег а. Сое, 1959) предположили, что регу- 
ляция суточного ритма ‘митозов происходит по классическому 
пути «свет — глаз — гипоталамус гипофиз — кора надпочечни- 
ков» (см. Светозаров и Штрайх, 1941). 

К этому времени Буллоу, пересмотрев свои прежние ВЗГЛЯДЫ 
на роль глюкозы в регуляции суточной периодичности числа ми- 
тозов, выдвинул новую гипотезу, согласно которон определяющее 
значение в этом процессе принадлежит адреналину, являю- 
щемуся, как и кортикостероиды, ‘ингибитором ян деле- 
ния. В опытах Буллоу и Лоуренс (\. 5. ВиПоизН а. Гаигепсе, 
19615) удаление надпочечников У мышей ее 
лению тормозящего действия усиленной двигательной акт и 

м эпидермиса уха; введение адреналина 


‘митотический режи 
ие. эту реакцию. Сопоставляя полученные данные 


с известным фактом повышенной секреции адреналина при раз- 
личного рода эмоциональных и функциональных нагрузках 


иркадные («околосуточные») 

- ‘берг пользуется термином ц 
О А — около, @ез — день, подчеркивая этим непол- 
а онизацию ритма физиологических функций ато - Е 
о вю изменений в окружающен среде (см. Е. Наеге еЁ а1., у 


и др-). 5 


($1ге$) и пониженной — в состоянии сна (см. следующий раз- - 
дел), Буллоу и Лоуренс приходят к заключению, что адреналин мивИО 
является основным регулятором суточного ритма клеточных де- ем 
лений в эпидермисе уха мыши; периодическая секреция его над- Л мя) 
почечниками прерывает равномерное прохождение клетками ми- Я’ Ч 
тотического цикла (\.. $. ВиЦоиев а. Гаигепсе, 1964а, Ь). Таким | 010 | 
образом, в системе надпочечников был выявлен еще один синхро- дел! дл 
низатор суточного ритма митозов в организме. Однако это не } дрон ж 
означало, что надпочечники являются единственной системой в ОСТ? 
организме, выполняющей эту функцию. об д 
Еще раньше было показано, что двусторонняя эпинефрэктомия ] Ре ай 
не снимает суточного ритма митотической активности у мышей, ский => 
а лишь понижает амплитуду колебаний: такой же эффект оказы- ния, С7 
вает удаление щитовидной железы (Алов, 1959). Кроме того, описател 
было установлено (Доброхотов, Бабаева и Курдюмова, 1962; Мар- ‚с изучен 
келова, 1962; Красильникова, 19626, в), что во многих органах рано 
наблюдается двукратный подъем митотической активности в тече- сделать Ё 
ние суток, в то время как метаболическая активность надпочечни- | суще 
ков характеризуется одновершинной кривой. сезонные 
Связь с режимом кормления. Работами Алова (1959, 1960, К ВОЗНИКЕ 
1962а), Алова и Красильниковой (1962), Красильниковой способите 
(1962а, 6, в) было показано существование связи между суточ- `’ устойчиво 
ным ритмом митозов и режимом кормления животных. Так, на- 1946). Вс 
пример, при кормлении мышей в ночные часы максимум митоти- НОЧИ, В 
ческой активности в эпителии кишечника отмечался утром, а при обеспечив: 
кормлении в дневные часы — вечером. Меняя режим кормления, ь ` 
можно ‘было добиться изменения характера суточной периодич- | ЦИИ орган 
ности митозов и в других органах пищеварения: при получении Щему врем 
мышами пищи в 21 час вместо 9 час. утра кривые суточных изме- ТОЧНЫЕ «эт 
нений митотической активности в эпителии слюнной и поджелу- Соотно, 
дочной желез приобретали вместо двухвершинного одновершин- Низла, Рол 
ный характер. В то же время извращение режима кормления тором 
не отражалось на суточной периодичности митозов в покровных Уровня а 
эпителиях (кожа, роговица). Эти опыты показали, что режим Точный х 
кормления является синхронизатором суточного ритма клеточ- дейст 
ных делений в органах пищеварительной системы. “амых Ви 
В разнообразных опытах еще раньше Блюменфельдом (В!- Чессе Код 
теше!а, 1944), а позднее Аловым и Красильниковой были полу- Роза ЭВолн 
чены новые данные в пользу широко распространенных представ- ЖИ ор 
лений о существовании обратной зависимости между режимом ‘а Коры, 
митозов и функциональной активностью органов (Реег, 1925а, Ь, д Ира ы 
1940; Рсобп, 1935, и др.). Ими было установлено, что действие ра Ще 
общих синхронизаторов накладывается в организме на функцио- и Ча 
нальный режим каждого органа, что и создает различия КЕ жи я 
ном ритме митозов отдельных органов. Время наибольшей мито- а Ма Я ор. 
тической активности в целом падает на утренние часы, а наи- ль И 
меньшей — на вечерние, что связано с общим ритмом функцио- ку © 
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нальной и в том чис; . 
животных. обра и активности лабораторных 
активности некото Е мум и минимум митотической 
лением жив орых органов пищеварения обусловлены корм- 
рее -: зотных в утренние часы. В соответствии с представле- 
ми Халберга, Алов (1960, 1962а, 1964) делает общий вывод 
о том, что суточная периодичность митозов является следствием 
Ор. в которую включаются различные факторы (син- 
и 
ао. пе ОНО А 
у нностями их метаболизма. 

Регуляция суточного ритма митозов. Рассматривая фактиче- 
ский материал по суточной периодичности митотического деле- 
ния, следует отметить, что почти весь он (не считая работ чисто 
описательного характера) относится к вопросам, связанным 
с изучением регуляции этого процесса. В этом направлении соб- 
рано большое количество данных, которые позволяют уже сейчас 
сделать некоторые общие заключения. 

Существующая в природе периодичность явлений (суточные и 
сезонные изменения температуры, освещения и питания) привела 
к возникновению у организмов в процессе эволюции суммы при- 
способительных реакций, направленных на поддержание их 
устойчивости к факторам окружающей среды (см. Шмальгаузен, 
1946). В ответ на изменения, связанные с постоянной сменой дня 
и ночи, в организме возник сложный гомеостатический механизм, 
обеспечивающий суточную периодичность физиологических функ- 
ций организма, в том числе его митотического режима. К настоя- 
щему времени достаточно полно изучены лишь верхние, надкле- 
точные «этажи» этой системы регулирования. 

Соотношение регулирующих факторов на уровне целого орга- 
низма. Роль гормонов. Главным пультом управления, или реву 
лятором данно й системы, как и в случае регулирования 
уровня сахара в крови (см. рис. 4), является комплекс промежу- 
точный мозг — гипофиз. Основными Упр авляющими Воз- 
действиями (см. гл. Г, раздел 2) служат воздействия тех же 
самых экологических факторов, которые способствовали в про- 
цессе эволюции чной периодичности фура - 
рования органо 5 ма как общего фактора и Р 

ления дл 
И ращение светового режима, вызывая «п 
а новое заданное значение регулир у : 

ОЕ ‹альному» изменению периодичности функциони- 
приводит к «357 том числе и к инверсии митотического ре- 
рования органов, С о определяющим фактором в этом случае 
а ен . т как это показывают опыты по 
является, свет, & Е о делений у различных объектов 
искусственной синхро И а СВЕТУ © Р следующим затем- 
длительным выдеРЖ о периода происходит блокирование 
‘нением: во время светового пер 
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вступления клеток в митоз, а наступление темноты приводит к 
снятию блока и делению одновременно большого числа клеток 
(см. обзор Ломакиной, 1963). С этой точки зрения становится 
понятным, почему нарушения суточной периодичности митозов 
наступают при непрерывном освещении раньше, чем при непре- 
рывном затемнении (опыты Уткина, Косиченко). Это подтверж- 
дают и данные Халберга (Е. НаФего а. Вагпит, 1961). 

Извращение режима кормления также может играть роль 
управляющего воздействия по отношению к митотическому ре- 
жиму некоторых органов пищеварения (например, двенадцати- 
перстной кишки, слюнной и поджелудочной желез), поскольку 
оно «перенастраивает регулятор» на новый суточный ритм мито- 
тической активности этих органов. Однако это воздействие не 
является универсальным управляющим воздействием даже в пре- 
делах органов пищеварения; так, например, оно не влияет на ха- 
рактер суточной периодичности клеточных делений в эпителии 
тонкого кишечника (Бочков, 19606) и слизистой оболочке дна 
желудка (Тимашкевич, 1962). Поэтому режим кормления нельзя 
ставить в один ряд со световым режимом, который Халберг со- 
вершенно справедливо называет главным и первичным синхрони- 
затором митотического деления клеток. 

Многочисленные воздействия на организм, при которых пол- 
ностью или частично сохраняется суточный ритм митозов (см. 
начало главы), следует отнести к категории возмущающих 
воздействий, так как вызываемые ими изменения устраня- 
ются самой системой регулирования. Нарушение режима кормле- 
ния оказывает не управляющее, а только возмущающее воздей- 
ствие на те органы пищеварительной системы, которые обладают 
собственным гомеостатическим механизмом, как, например, 
печень. 

В уравновешивании этих воздействий большое значение имеет 
функция надпочечников, точнее, весь так называемый адрена- 
ловый комплекс (адреналин —- АКТГ — кора надпочечни- 
ков). Все виды раздражений сопровождаются усиленным постул- 
лением в кровь адреналина, который в свою очередь стимулирует 
выделение гипофизом АКТГ (см. Эскин, 1960) и тем самым сек- 
рецию кортикостероидов. Повышение содержания последних в 
крови, наоборот, угнетает, как уже говорилось, адренокортико- 
тропную функцию гипофиза, что создает дополнительный замкну- 
тый контур регулирования. Таким образом, в общей системе 
регуляции суточной периодичности деления клеток в организме 
компоненты адреналового комплекса играют роль функциональ- 
ных стабилизаторов, препятствующих усиленному размножению 
клеток и стабилизирующих таким образом митотический режим. 

`В нормальных физиологических условиях поступление в кровь 
‘адреналина и кортикостероидов в организме подвержено отчет- 
ливым суточным колебаниям с максимумом содержания в крови 
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в часы наибольшей Е 

животных вечером ее а ОО 
в первой половине дня (Е Ане В в ит В 
ЭНагр е{ а1., 1961). При этом мак иным > 
совпадает с часами наименьшей м о 
ресно, что у человека, в отличие и -ы активности. Инте- 
число клеточных делений в зи крыс и мышей, максимальное 
время (Соорег а, ЗеНИ. 1938: С дермисе наблюдается в ночное 

Если принять что’ ; Соорег, 1939; ЗсНеушо, 1959). 
активности органа Е ов а, 
тической активности то вн р ду его наименьшей мито- 
ных в вечерние ча ‚ адпочечниках лабораторных живот- 
тт Е о должно обнаруживаться наименьшее коли- 
наи Ре рык Мюлемана и сотрудников 
Ета ., 1900, ), Халберга и сотрудников (Е. На|- 
Е 5, Егапё2 а. ВШтег, 1957) и Алова (19626), число митозов в 
о о к и мышей в отличие от всех 

) , ечерние и ночные часы: является 
максимальным. 

Это противоречие в значительной мере снято сейчас тщатель- 
но выполненным исследованием Доброхотова и Никаноровой 
(1962), в котором были получены данные о суточной периодич- 
ности клеточного деления отдельно в мозговом слое и в различ- 
ных зонах коры надпочечников крыс. Оказалось, что максималь- 
ное количество делений в поздние вечерние часы ‘и минимальное 
в ночные и дневные наблюдается лишь в клубочковой зоне 
(2. <1отеги]оза) коры надпочечников, клетки которой вырабаты: 
вают минералкортикоиды и, по-видимому, не подчиняются регу- 
лирующему влиянию АКТГ (Эскин, 1960; Вгайех а. Кое!з, 1961; 
Милицына, 1961; Вое|з, 1963). Что же касается пучковой зоны 
(2. [азссшафа), внешняя часть которой ответственна за секрецию 
глюкокортикоидов, и сетчатой — «резервной» — зоны (27. гейси- 
|аг!5), находящихся под контролем гипофиза, то по характеру 
суточной периодичности митозов они не отличаются от других 
органов; минимум клеточных делений в них наблюдается в вечер- 
ние часы, то есть в период их максимальной секреторной деятель- 
ности, совпадающей с временем минимальной митотической ак- 
тивности в организме. Отсутствие ‘четко выраженной периодич- 
ности митозов на протяжении суток В клетках мозгового слоя 
надпочечников свидетельствует о его большой функциональной 


лабильности. 
Как было показано в опытах Халберга и др. (Е. Нафего её а1.; 


1958), при извращении светового режима и ОЕ 
кортикостерона в крови У мышей смещается на о тие ь 
указывает на важную роль надпочечников как органов, обеспе- 
чивающих равновесие в цепи регулирования суточной периодич- 
бин" КЛЕТОК Ч ООРЕНИ ЗМ. О Бен 
адреналового комплекса нельзя рассматривать как единственные 
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регулирующие органы данной системы, поскольку отсутствие над- 
почечников и гипофиза не снимает феномена суточной периодич- 
ности митозов. Имеются данные, свидетельствующие о том, что к 
числу органов, участвующих в регуляции суточного ритма митозов, 
принадлежит также щитовидная железа (см. Алов, 1964 и др.). 
В процессе эволюции у каждого вида выработался свой ха- 
рактер суточного режима митозов, связанный с особенностями 
функционирования регулирующих органов. Так, например, отсут- 
ствие суточной периодичности деления клеток в эпителии рого- 
вицы морских свинок (Косиченко, 1960) может быть обусловлено 
функциональными особенностями надпочечников этих живот- 
ных — отсутствие способности к секреции кортикостерона (Но/- 
тапп, 1962), что делает невозможной быструю «перенастройку» 
элементов цепи регулирования. } 

Внутриклеточные факторы, определяющие суточный ритм ми- 
тозов. Огромная устойчивость суточного ритма делений к раз- 
личным воздействиям свидетельствует о наличии не только об- 
щих для всего организма и органных, но и внутриклеточных 
гомеостатических механизмов регуляции суточной периодичности 
процессов. Что же определяет в конечном итоге суточный ритм 
митозов? Если представить себе, что в многоклеточном организме 
животного эту роль выполняют системы, воспринимающие и 
перерабатывающие раздражения внешнего мира, в первую оче- 
редь нейро-гуморальные регуляторы, то как можно объяснить 
длительное сохранение. привычного ‘ритма суточной периодич- 
ности функций в отсутствие этих раздражений? 

Красильниковой (19636) было показано наличие суточного 
ритма митозов в различных органах (эпителий роговицы, эпидер- 
мис, двенадцатиперстная кишка и печень) 21—22-дневных эм- 
брионов мышей и крыс с максимумом делений в утренние и ми- 
нимумом в вечерние часы суток. Содержание беременных живот- 
ных в условиях извращенной фотопериодичности приводило, как 
обычно, к инверсии у них суточного ритма митозов, однако оно 
не изменяло суточного режима митотической активности эмбрио- 
нов, : 

Эти данные свидетельствуют о том, что наследуемые внутри- 
клеточные гомеостатические механизмы ‘регуляции суточной пе- 
риодичности функций, являясь необычайно устойчивыми, играют 
на ранних стадиях развития значительно большую роль, чем в 
сформированном организме, где имеется сложная иерархия регу- 
ляторных механизмов, обеспечивающая быструю настройку. си- 
стемы на многочисленные воздействия. В таком случае, согласно 
биогенетическому закону, у одноклеточных организмов, обладаю- 
щих наибольшими регуляционными возможностями (см. Оленов, 
1959), следует ожидать и большей устойчивости суточного ритма 
деления клеток к изменению окружающих условий. Имеющиеся 
‚данные подтверждают это предположение. 
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В опытах 
сие. О СопуаШах роуейга (из класса 
у ло показано (З\еепу а. НазИпо, 1958), что су- 
точная периодичность делений, наблюдаемая в естественных ус- 
ее освещения в виде «вспышек» митозов через каждые 24 ча- 
ЛЕ мои и при непрерывном освещении слабым светом. 
кусственно удлинить время генерации клеток, то 
есть продолжительность интеркинетического периода, тоив этом 
случае митозы можно наблюдать только через 24-часовые ин- 
тервалы времени. Это означает, что «команда» на деление по- 
дается всегда в одно и то же время, но что делятся лишь те 
клетки, которые уже подготовились к митозу, а остальные за- 
канчивают подготовку и дожидаются следующего сигнала. 
В этих же условиях сохраняется способность и к суточной пери- 
одичности фотосинтеза (НазИпз, Азёгаспап а. Э\еепеу, 1961). 
Дюбо (Рибоз, 1959) указывает на необычайную устойчивость 
к внешним воздействиям суточного ритма фотоактивности дру- 
гого жгутиконосца — эвглены. О большой устойчивости суточ- 
ного режима клеточных делений у Рагатесит Бигзаг!а свиде- 
тельствуют опыты Фольма (\о|м, 1964). 

Эта устойчивость суточного ритма функциональной активно- 
сти организмов и в том числе суточного режима митозов обу- 
словлена существованием у них способности измерять время, 
иначе говоря, наличием «биологических часов». В нормальных 


условиях работа эндогенных (внутриклеточных) «биологических 
часов» коррелирует с периодическими процессами, протекаю- 
щими во внешней среде. На основании своих многолетних иссле- 
дований на растениях Бюннинг (Вйпп!по, 1958) пришел к заклю- 
чению, что наиболее благоприятным для развития организмов 
является совпадение наследственной суточной периодичности с 


ритмом, обусловленным внешними факторами, и что, в 
тельно, эндогенный суточный ритм подвергается отбору. Приме- 
ром этому может служить зависимость темпов а 
паразитов от суточного режима организма хозяина (см. тр 
1937; Демина, 1953, 1959; Еагтег а. Мооге, 1962, и др.). Че ем 
чайно поэтому основным синхронизатором суточного ритма 2 
множения паразитических простейших служит питание, я не: 
Если подвергать птиц инверсному освещению, но прова и 
кормить их В обычное время а то ритм размноже р 
ИН : 

г Во ре Е < биологических часов» изучается в раз- 
ных акта: Интересной является попытка выявить в организ- 

очных отдельные клетки (или группы клеток), за- 
и. И. . суточной активности. В серии изящных экспери- 
жа Нагкег 60а, Ь, 1961) удалось показать, 
м ритмо Е ивности таракана Ре- 
т . ног 
и атенсапа управляют еток подглоточного 


ганглия. 
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После того как была установлена внутриклеточная локали- 
зация «биологических часов», встал вопрос о том, какие струк- 
туры клетки участвуют в работе этого механизма. Было сделано 
наблюдение (Епге!, 1960, и др.), что «биологическими часами» 
‘обладают только «двухоболочечные» (Куо-епуе[ореа) клетки, 
имеющие четко отграниченное от цитоплазмы ядро (одна обо- 
лочка — ‘мембрана клетки, другая — мембрана ядра). На ‚более 
низких уровнях организации («однооболочечные» клетки без 
обособленного ядра — бактерии, актиномицеты, молекулярные 
системы) «биологические часы» отсутствуют. Причины наблю- 
даемых различий пока не установлены, так как до сих пор юоста- 
ется неизвестной природа процессов, обусловливающих суточ- 
ную периодичность. 

Бюннинг (Валио, 1958) высказывает общее представление 
о существовании в организме «внутреннего осциллятора, колеб- 
лющегося с периодом, определяемым суточным циклом и па- 
раметрами данной живой системы». Сведения о природе самого 
осциллятора отсутствуют. Бюннинг предполагает, что у расте- 
ний значительную часть механизма биологических, или. как он 
их называет, «физиологических часов» составляет пигментная 
система, обратимо изменяющаяся при действии красного и ин- 
фракрасного света. Вопрос о связи этих изменений с суточным 
режимом митозов у растений не исследовался. 

В последнее время значительное развитие получило биохи- 
мическое направление исследования природы «биологических 
часов», главным образом благодаря работам Гастингса и Суини 
(НазНпоз а. З\еепеу, 1958, 1960; Назйпоз, 1959, 1960, 1962: 
З\уеепеу а. НазИпоз, 1960; Зууеепеу, 1960, 1963; НазИпоз а. Во4е, 
1962, и др.), выполненным на одноклеточных с применением раз- 
личных ингибиторов метаболических процессов. Воздействуя 
на жгутиконосца @опуашах актиномицином ), избирательно 
блокирующим ДНК-зависимый синтез РНК (см. гл. Г, раздел 2, 

а также гл. УТ, раздел 3), Каракашьян и Гастингс (КагаКазБ- 
ап а. НазНпоз, 1962) сумели подавить суточную периодичность 
биолюминесценции, не нарушая ‚роста культуры. В то же вре- 
мя применение антиметаболитов ДНК (аметоптерина и 5-фтор- 
дезоксиуридина), нарушавших ее синтез, но не действовавших 
на уже синтезированные молекулы, задерживало рост объекта, 
не оказывая влияния на суточный ритм. Авторы сделали вывод 
9 сигнализации времени путем образования в клетке, новых 
и-РНК. Однако эти данные шли вразрез с результатами более 
ранних опытов, выполненных в той же лаборатории (З\уеепеу 
а. Нахо, 1961), в которых было показано, что у безъядерных 
фрагментов Асе{абщаг!а сохраняется ‘способность к суточному 
ритму фотосинтетической активности по крайней мере на пять 
циклов и что, следовательно, механизм «биологических часов» 
должен быть заключен в цитоплазме. 
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эзыполнив новое исследовану 
ем оолее широкого спектра 
биосинтеза нуклеиновых 


те на Сопуацах с использовани- 
ингибиторов отдельных звеньев 


ь ‹ кислот и белков, Каракашьян и Гас- 
тингс (КагаказШап а. Назйпаз, 1963) обнаружили в клеточном 


ке Ре период повышенной чувствительности к ингиби- 
;- ависимого синтеза РНК, совпадающий с перио- 
ок. светочувствительности, из чего был сделан 
Я м, что у @опуаШах периодически происходит синтез 
ТК, «заводящей часы». Они приходят к общему заключению, 
что часовой механизм ритмов в целом зависит от способности 
клеток синтезировать РНК, но что в определении ритмической 
функции ‘не обязательно должна участвовать вновь синтези- 
руемая и-РНК. Вполне вероятно, что этот процесс детермини- 
рован более стабильными формами РНК цитоплазмы, как, на- 
пример, у Ас&абщаг!а. 
ти данные представляют интерес в свете недавних иссле- 
дований Спирина и пр. (1964), показавших, что последователь- 
ность прохождения стадий развития вьюна обеспечивается пе- 
риодичностью «репрограммирования» рибосом, а не РНК-син- 
тезирующей активностью ядер, как это предполагалось ранее 
(см. гл. П, раздел 6). Если этот принцип распространяется и 
на определение биологических процессов, которые можно от- 
нести к категории ритмических, то становится понятной значи- 
тельная устойчивость врожденных ритмов к воздействиям. 
Существует мнение о том, что независимо от присутствия 


встроенных (БиЙ-) часов организм продолжает получать 
информацию о периодических ‘изменениях в раю сре- 
де при любых условиях изоляции. На основании ряда наблюде- 
ний Браун (Вто\п, 1959) предполагает, что источником и 
информации могут быть сигналы, связанные с действием ко 


ческой радиации. я 
 АВВДИМОМУ одним ‘из подходов к изучению механизма 


«биологических часов», задающих ритм ив 
новление элементарных процессов в —ы вай Йю внешней 
реакций), ответственных за ассоциацию и ВЕ НЕ 
и внутренней периодичности п и и момент за" 
ер. с чем связано появление в АЕ ОВ 
например, суточного ритма митозов от внешних ус в : 
Е маке бриогенеза к постнатальному развитию, и, наобо 
ют эмбриог. трате отдельными тканями способности к 
ро ВУеТ УТ точных делений при малигнизации 
суточно р обова: 1958, 1962; Маги а. Вго21, 1960; 
(Вцитеп р: Вема]апИу а. МеАзКШ, 1964). 
Вега!апНу, 196 . вопросов большое значение при- 
о превращениях, происходящих на протя- 
ом цикле клеток. Важно знать, на ка- 
м в клетках наступают изменения, 
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‚жении суток В м 

6 этапе митотического цикла 


БО. И. Епифанова * 


обусловливающие суточную синхронизацию делений. Еще рань- 
ше было известно, что периодическому повышению числа кле- 
точных делений в тканях на протяжении суток всегда предше- 
ствует нарастание количества ДНК в клетке (Вагпит, Лагаей- 
Ку а. Е. Наего, 1958). С развитием метода радиоавтографии 
было установлено, что синтез ДНК также подвержен суточному 
ритму (Мезчег а. Ге опа, 1960; ВКисше, Еге! а. ЗЫ птохика, 
1963; Чумак, 19636; Ногуа, 1963; Еге! а. КИсШе, 1964). При 
этом, как показали Пильгрим, Эрб и Маурер (РИетгит, ЕтЬ ц. 
Мацгег, 1963), интенсивность синтеза ДНК на протяжении суток 
не изменяется; точно так же не нарушается прохождение клет- 
ками премитотического периода С., как этого следовало бы 
ожидать, если бы единственным фактором, ответственным -за су- 
точную периодичность митозов, являлся адреналин. По данным 
Чильгрима и Маурера, полученным при ‘исследовании различ- 
ных тканей мыши (эпителий пищевода, языка, преджелудка, 
эпидермис кожи живота) методом радиоавтографии, на протя- 
жении суток происходит синхронизация клеток в $-периоде 
вследствие временного возникновения в митотическом цикле 
блока $— С. (см. гл. П, раздел 3). После снятия блока клетки 
быстро проходят период С2 ‘и затем синхронно вступают в ми- 
тоз. Что является причиной задержки клеток в $-периоде, оста- 
ется пока неисследованным. 


2. МИТОТИЧЕСКИЙ РЕЖИМ 
В УСЛОВИЯХ АДАПТАЦИОННОГО СИНДРОМА 


Понятие об адаптационном синдроме. Участие гормонов в ре- 
гуляции митотического режима организма отчетливо выявляется 
в условиях так называемого адаптационного синдрома, 
представляющего собой совокупность характерных стереотип- 
ных защитных ‘реакций организма в ответ на ‘раздражители 
различной природы. Автор концепции об адаптационном синд- 
роме Ганс Селье (Зеуе, 1936, 1950, 1952, 1954, 1956, 1958 и др.) 
положил в ее основу представление о двух типах реакции орга- 
низма на воздействия: а) специфическом (образование 
антител в ответ на введение антигенов, привыкание к наркоти- 
кам ит. д.) иб) неспецифическом, предполагающем сте- 
реотипный ответ на огромный спектр разнообразных воздеиствин. 
В последнем случае в организме развивается особое состояние — 
напряжение, или стресс (${гез$). Селье определяет 
стресс как «состояние, проявляющееся в виде специфического 
синдрома, который включает в себя все неспецифические изме- 
нения в биологической системе». Факторы, вызывающие это ©о- 
стояние, получили название стрессоров. Стрессорами могут 

являться звуковые, механические и электрические раздражения, 
болевые воздействия (ожог, укол и т. д.), хирургическое повре- 
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ждение, чрезмерны А 
интоксикация ны М Ой 
ит Е Е дозами ядов (формалина, гиста- 
Адаптационный Синд е ии" 
стадий. Первая из них ша пы 
а кИНИЫ нА Ур час. после воздействия) носит наз- 
Васы: баня и подразделяется в свою очередь на 
ет а и контр шока. Во время шока в организме 
происходят сдвиги, которые Селье обозначает как основную три- 
аду изменений: 1) значительное увеличение коркового слоя 
надпочечников, сопровождающееся исчезновением из клеток 
секреторных гранул липоидов и хромаффинных веществ, глав- 
ным образом в пучковой зоне (место образования глюкокорти- 
коидов); 2) острая инволюция тимико-лимфатического аппара- 
та (зобной железы, селезенки, лимфатических узлов и отчасти 
печени); 3) появление кровоточащих язв в пищеварительном 
канале (главным образом ‘в желудке и двенадцатиперстной киш- 
ке). В фазе контршока происходит ослабление этих явлений. 

За ‘реакцией тревоги следует стадия усто ЙЧИвости, Пе- 
реходящая при благоприятных условиях в стадию восста- 
новления, а при неблагоприятных —в стадию истоше- 
ния, заканчивающуюся, как правило, гибелью организма. 

Роль гормонов в развитии адаптационного синдрома. Боль- 
шую роль В развитии адаптационного синдрома играют СДВИГИ В 
системе гормонов и в первую очередь изменения секреции гор- 
монов адреналового комплекса (см. гл. Г, раздел 2). Уже в ран- 


них работах Селье было отмечено, что У гипофизэктомированных 
животных отсутствуют основные проявления реакции стресса. 
Позднее другими авторами (Зу4пог а. Зауегз, 1954, и др.) ‘было 
показано, что через несколько минут после воздействия стрессо- 
ра в крови обнаруживается повышенное содержание АКТГ. 
Следствием этого является силенное образование и поступле- 


ние в кровь гормонов коры надпочечников (см. а Нуае, 
1961; агозеап а. Тетайте, 1962; Зег е а1., 1962; Тшеззеп а. 
Меа|еу, 1962, и др.), преимущественно р ар реиЙН 
рым принадлежит в организме адаптивная роль; без ре => : 
защитно-приспособительные а а ы и 
быть реализованы (см. Нейман, 1963). ны ее = 
экспериментально вызвать симптомы стресса. | г. ее -ректй 
ПЕ а ь ниве И секреции 
очередь ослабляет и может полностью я каг. ее к 
АКТЕ при а а еЕ 1. 1961), что обеспе 
1: Епагбс71 ет а'., ; - , Е 

Ве оо в цепи регулирования и В 
никновение так называемых болезней адаптац ее 

: билизации АКТГ типофизом (первые измен 

Быстрота мо, в пределах нескольких секунд) свиде- 


тть обнаружены В 
и г рей регуляции этого процесса. Действительно, 
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многочисленными опытами было показано участие гипоталаму- | од 
са в механизме выделения АКТГ (Т.опе, 1947; Сапопх а. Ните, ы ть 


1954; см. также Генес, 1953, 1957; Алешин, 1959, и др.). Во- ; 8 
прос о том, какая область гипоталамуса ответственна за выде- | 120 ро 
ление АКТГ, в настоящее время является спорным. Эскин (1960) дого ! 
полагает, что различные стрессоры могут стимулировать раз- ве 
личные участки гипоталамуса. В регуляции секреции АКТГ при- и др. 
нимают участие также ретикулярная формация (Апдегзоп, Ва- чеканий 
{ез еЁ а|., 1957; Бунцер, 1964) и высшие отделы центральной нерв- введен 
ной системы (Ро[ег, 1954; ОШег а. 5еуу, 1956; Михайлова, 1956, дя 50 
и др.). КИН, 1 р 
Начальный импульс при стрессе до сих пор не установлен. идов ( 
Однако ряд экспериментальных данных (ЗаЙгап а. ЗсваПу, 1955; уаНег 
Эскин, 1956; Утевский и др., 1959; Вое!з а. Гаваззе, 1961; Уег- 
\оег4а-УегНое{ а. \Уег\ууоега, 1962) указывает на важную роль ствия ГС 
симпатомиметических аминов — адреналина и норадреналина — ляцию С 
в механизме выделения АКТГ при стрессе. Есть основания ду- налин В 
мать, что они мобилизуют гипоталамус для стимуляции образо- овня 
вания и секреции АКТГ (Эскин, 1960). Таким образом, в насто- ра в 
ящее время вырисовывается следующая цепь событий, обуслов- | 19 
ливающих адаптационный синдром: стрессор — мозговой слой еЕа|. 
надпочечников (рефлекторная стимуляция секреции адренали- ние кры 
на) — ретикулярная формация (?) — гипоталамус — передняя бензоат 
доля гипофиза (АКТГ) — кора надпочечников (глюкокортикои- фосфори 
ды и в меньшей степени минералкортикоиды). В ря 
Наряду с этими основными факторами в адаптационный между д 
синдром вовлекаются и другие гормоны. В осуществлении связи стероиде 
между гипоталамусом и гипофизом при стрессе большую роль казано, 


приписывают антидиуретическому гормону задней доли гипофи- 
за — вазопрессину (Маги: а. Могригро, 1955; Магии а. 4е Рой; 
1956; Зспарио её а|., 1958; Войткевич, 1960, и др.). Однако Эс- 
кин (1960) приводит данные, указывающие на то, что, хотя 
вазопрессин и выделяется при стрессе в значительных количе- 
ствах, его роль состоит не в стимуляции секреции АКТГ, а во 
временном угнетении функции щитовидной железы, выражаю- 
щемся в снижении ее способности поглощать радиоактивный 
йод (Скебельская, 1956, 1963; Скебельская и Баграмян, 1962). 
Большое значение в осуществлении реакции стресса Селье при- 
дает соматотропному гормону гипофиза (СТГ), или гормону 
роста. Он полагает, что СТГ уравновешивает действие АКТГ 
и что конечный исход адаптационного синдрома во многом за- 
висит от соотношения этих двух гормонов. 

Эстрогены в условиях адаптационного синдрома. Еще Селье 
(Зейуе, 1952, и др.) отмечал, что стрессоры вызывают, как пра- 
вило, снижение секреции гонадотропных гормонов: фолликуло- 
стимулирующего, лютеинизирующего и пролактина, а тем са- 
мым — и угнетение функции яичников. Последующие исследова- 
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В ответ 


ния подтвердили эти наб 


Воли пана Ве людения. Значительные расстройства 
& рекращения эстральных циклов удавалось 


наблюдать при дейст 
Вии < : 

ного шока (Павлова ых стрессоров: в условиях нерв- 
ствием самцов (\МИШеп я вызванного присут- 
и др. (@гбпгооз а. К ”: ‚ 1959); яркого освещения, шума 
ИЕ : ‘аирриа, 1959). Серьезные нарушения в про- 
Бия ральных циклов происходят также при экзогенном 
и ТЫ =: баныны гормонов адреналового комплекса, секре- 

‘ рых усиливается в состоянии стресса: адреналина (Эс- 
кин, 1941; Воронина, 1948), АКТГ (Эскин, 1955) кортикостеро- 
и (Роппеё, СКеуаПег, РиЙо{ её Тасашш, 1960; Роппеф, Све- 
уа = её Ргипеуге, 1960; МаПаг, 1961а, Ь). 

ти данные находят подтверждение при исследовании дей- 
ствия гормонов адреналового комплекса на эстрогенную стиму- 
ляцию органов воспроизводящей системы. Так, например, адре- 
налин вызывает уже через 40 мин. после введения снижение 
уровня макроэргических фосфатных соединений, в частности 
АТФ, в матке крыс, получавших эстрадиол-бензоат (Сац егоп 
е{ а|., 1956, 1957, 1958). В других опытах (Г.еопата, 1962) введе- 
ние крысам адреналина через 48 час. после инъекции эстрадиол- 
бензоата оказывало в течение 5 мин. угнетающее действие на 
фосфорилазную активность и уровень гликогена в матке. 

В ряде работ были обнаружены подобные же отношения 
между действием эстрогенов, с одной стороны, АКТГ и кортико- 
стероидов — с другой (№№. $. ВиЦоией, 19595, и др.). Было по- 
казано, что АКТГ подавляет реакцию обводнения тканей матки 
в ответ на введение эстрогенов, а гидрокортизон — гликолити- 
ческую активность матки, стимулированную эстрогенами (Во- 
Бег а. $2еео, 1953); такое же действие оказывает кортизол 
(Зраап! а. $5290, 1958; Зрамапь, 1962). В опытах Велардо 
(Уеаг4о, 1957а, 5) кортикостероиды тормозили развитие деци- 

Я й й беременностью. 
дуальной ткани у мышеи с ложной 
у Все перечисленные данные позволяют сделать вывод об 
й нов при развитии 
угнетении функциональной активности эстроге + р ея 
адаптационного синдрома. В то же время известно (ЗеТуе, ; 
Азё\моо4 1957) что сами эстрогены В определенных условиях 
} . ном введении) могут являться стрессо- 
(например, при я йствии эстрогенов 
у стимулирующем деи В Р 
Я ы ш мм (№. 5. ВиПоцейв, 19525; 
на функцию надпочечникея ‚ Мапаг. 1962; №- 
1Ьего а. Нацз, 1960; Мапс., ; 
Сагоай Е а. 1957; РЗ) ‘у п уго (КИау, 1961: Юдаев 
ы а 1964, и др.). Отмечено также воз- 
й ик , ° АЯ 
м АКТГ и кортикостероидов во время эструса 
растание секреции 1959: Вгайей а. Вое!з, 1961, и др.). Эти 
(резевенз 8. Не ›езультатам вышеизложенных работ. 
а на и как стрессоры и активируют дея- 
Когда ‘встрогейы воет, еналового Комплекса, то равновесие 
тельность гормонов адр № 


системы можетбыть достигнуто только в том случае, если послед- 
ние (по принципу отрицательной обратной связи) действуют 
угнетающим образом на первоначальный раздражитель подоб- 
но тому, как это происходит при регулировании уровня сахара 
в крови (см. рис. 4). Отсюда понятна необходимость наличия 
в организме механизмов, в силу которых функция эстрогенов 
может быть подавлена в условиях адаптационного синдрома. 
Не исключено, что именно этим объясняется широко распро- 
страненное мнение о существовании «антагонизма» между 
эстрогенами и кортикостероидами (КоБег{з а. 52е50, 1953; 
МсКегпз, 1957, 1962, 1963а; Геопага, 1958, 1962; МеКегиз а. Вей 
1960; Едотеп а. Сафоип, 1959, 1961; Е@етеп, 1961, и др.), хотя 
эстрогены и проявляют себя как активаторы гормонов адрена- 
лового комплекса (см. выше). Правда, эстрогены способны сти- 
мулировать функцию надпочечников, по-видимому, лишь в 
определенных пределах. 

Так, Хольцбауэр (Но|2Ъацег, 1957) показала, что эстрогены 
усиливают секрецию кортикостероидов надпочечниками только 
в нормальных условиях и, наоборот, подавляют ее, когда над- 
почечники находятся в состоянии максимальной секреции при 
стрессе. Эти данные, являющиеся хорошим подтверждением 
правила «исходного состояния» Вильдера — Лейтеса (см гл. Г 
раздел 2), объясняют вместе с тем, почему эстрогены в некото- 
рых случаях способствуют приспособлению организма к состоя- 
нию стресса (МоаКк и. ЗеН\аге, 1959; Юдаев и др., 1964). 

Действие стрессоров на деление клеток. Реактивное тормо- 
жение митозов. Подавляющее большинство выполненных в этом 
плане работ посвящено изучению митотического режима в ран- 
ние сроки после воздействия стрессора на организм, то есть во 
время реакции тревоги. 

Навилль (МауШе) еще в 1936 г. наблюдал, что фиксация 
лягушек во время опыта приводит к уменьшению числа мито- 
зов в эпителии роговицы. В 1944 г. Фриденвальд и Бушке (Еще- 
4еп\/а!4 а. Визске) обнаружили резкое снижение митотиче- 
ской активности в эпителии роговицы крыс в результате воз- 
буждения, связанного с постановкой опыта, а также при боле- 
вом воздействии. Предположив, что это снижение вызвано 
действием выделяемого при возбуждении адреналина, Фриден- 
вальд и Бушке провели серию опытов с экзогенным введением 
крысам адреналина и успешно воспроизвели феномен тормо- 
жения митозов: достоверное снижение числа клеточных делений 
в эпителии роговицы имело место, как и в опытах с денствием 
неспецифических раздражителей, через 40—60 мин. после инъ- 
екции адреналина; через 2 часа число митозов падало почти до 
нуля, а затем начиналось восстановление. Буллоу и д, 
(№. $. ВиЦоцев а. @гееп, 1949; Огееп а. №. $- ВиЦочов, 1950; 
\. $. ВиШоиов, 1952а, 1955а) получили аналогичные резуль- 
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казано, * 
дражени 
экителиу 
в эпител 
1955) и 
(Козлов, 


таты, исследовав в) к 

адреналина и а механического раздражения. 
эпидермиса уха мыши: во всех рр и 
== числа митозов не менее ыы ой =, 

то явление, полу т 
жения я МИТОЗОВ и реактивного тормо- 
О Итем ово . я озлов, 1959), было в даль- 

ронне изучено на различных моделях. Р ы 
дение митотической ин — 
активности в эпителии роговицы мышей 
последующим восс ь ы 
‹ тановлением было обнаружено при действии 
мы раздражителей (Уткин, 19636; О Чжеэн, 1954), при бо- 
тк воздействиях и раздражении животных электрическим 
м (Козлов, 1953, 1954а, 6, 1959а; Стрелин и др., 1954; Зал- 
и = Алов, 1955а, 6; Рябуха, 1955, 1958а, 6; О Чжеэн, 
и лома | Уткин и Косиченко, 1955, 19566; 
ЕН ыы . ь ‚ и др.), в состоянии испуга 
уегоуау а. На@пасу, 19575), при охлаждении животных 
(Уткин и Мовчан, 1963) и других воздействиях. 

Наибольшее количество работ в этом направлении было вы- 
полнено в лаборатории Стрелина. Его сотрудниками было по- 
казано, что реактивное торможение митозов при 2-часовом раз- 
дражении крыс электрическим током наступает не только в 
эпителии роговицы, но также в эпидермисе кожи уха и хвоста, 
в эпителии пищевода и корковом слое надпочечников (О Чжеэн, 
1955) и даже в привитой подкожно аденокарциноме Эрлиха 
(Козлов, 1954а, 1955), но не наблюдается в эпителии кишечника 
й в зобной железе (О Чжоэн, 1955). В опытах Суворовой (1955, 
1956а, 6) было установлено, что способностью к реактивному 
торможению митозов в ответ на раздражение электрическим 
током обладают, кроме мышей и крыс, также кролики и кошки, 
однако лишь во взрослом состоянии. Попытки получить реак- 
цию торможения митозов при воздействии стрессором или при 
введении адреналина у новорожденных мышей и кроликов, а 
также у лягушек и кур не увенчались успехом, из чего, по мне- 
нию автора, можно сделать вывод о возникновении этой спо- 
собности лишь на поздних этапах онто- и филогенеза. Исклю- 
чением из этого правила является морская свинка, не реагирую- 
щая снижением числа митозов в эпителии роговицы ни на бо- 
левые воздействия, ни на адреналин; как уже отмечалось, в эпи- 
телии роговицы морских свинок отсутствует и суточный ритм 
митотической ‘активности (см. предыду чу або 

В лаборатории Уткина (Уткин и Косиченко, 1956ба; Уткин, 
1958, и др.) был обнаружен феномен чрезвычайно высокой чув- 
тического режима эпителия роговицы мышей 


ствительности мито 
и крыс к любым, казалось бы, несущественным изменениям в 


я сдвиги в митотической ак- 
ей среде. Оказалось, что я 
ани р быть вызваны Такими воздействиями, как уда- 


тивности мог 
ление ни из клетки, пересадка их В новую клетку, 
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перестановка клетки в новое помещение, травмирование живот- 
ных, находящихся по соседству, и т. п. Этот феномен, названный 
Уткиным реакцией на новизну обстановки, получил 
впоследствии подтверждение (${ешБеге а. \/аЁоп, 1960, и др.) 
и широко учитывается в настоящее время при проведении опы- 
тов по изучению митотической активности у животных, для ко- 
торых необходима предельная стандартизация условий содер- 
жания (см. \. $. ВиЦоцоВ а. Гаигепсе, 1961а). 

Роль адреналина в развитии реактивного торможения ми- 
тозов. Как уже было сказано, введение адреналина оказывает 
такое же действие на режим митозов, как и различные внешние 
раздражители, что полностью согласуется с представлениями о 
его «пусковой» роли в начальных фазах развития адаптацион- 
ного синдрома. Временное угнетение митотической активности 
под влиянием адреналина наблюдали, кроме уже упомянутых 
авторов, Алов и др. (1955), Алов (1956), Захаров (1956, 1958), 
Рябуха (1956, 19586), Сваи@гу её а1. (1956а), Богоявленская и 
Доброхотов (1958), Доброхотов (19596), Козлов (19596), Ца- 
рева (1960) и другие. Однако чувствительность различных тка- 
ней к адреналину оказалась неодинаковой. У мышей и крыс 
наиболее сильное торможение клеточного деления в ответ на 
введение адреналина наблюдается в эпителии роговицы, эпите- 
лии языка и эпидермисе уха (Алов и др., 1955; О Чжэн, 1955, 
и др.). 

Данные о действии адреналина на митозы кишечного эпите- 
лия противоречивы. Богоявленская и Доброхотов (1958) при 
исследовании участка тощей кишки крыс наблюдали снижение 
числа митозов в эпителии до 25,9% по сравнению с 42,2% в кон- 
троле, но оно оказалось недостоверным. Как уже было сказано, 
О Чжэн (1955) не смог выявить торможения митотической ак- 
тивности в эпителии двенадцатиперстной кишки при раздраже- 
нии крыс электрическим током, хотя и в его опытах отмечалось 
снижение числа митозов в кишечнике на 14 и 20%. Между тем 

Алов и др. (1955) на мышах, Семенов и др. (1961) на крысах 
наблюдали достоверное уменьшение митотического индекса в 
эпителии двенадцатиперстной кишки в течение 1—3 час. после 
введения адреналина 

Это противоречие отчасти было снято после опубликования 
работы Буллоу и Лоуренс (\. $. ВиШоцей а. Гаигепсе, 1961а, 
Ь), показавших на примере эпидермиса уха мыши, что адрена- 
лин препятствует не всей подготовке клеток к делению, а бло- 
кирует лишь последний этап, предшествующий митозу; парал- 
лельно с этим появился ряд исследований (@назИег о. ЗНегтап, 
1959; Гезвег её а1., 1961), в которых было определено, что про- 
должительность премитотического периода в эпителии различ- 
ных отделов кишечника мышей составляет не более 1—1,5 час. 
Опираясь на эти данные и учитывая быструю инактивацию 
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жалени 
после 1 
увеличе 
крыс н: 
симума 
Райцин 
КОГО К 


адреналина во В 

‘ониаию: кии реак. мы исследовали его действие 
а ат й Е 5 

роткое время пос цатиперстной кишки мышей через ко- 


ле 

материала (Епифано ых при частых сроках фиксации 

зованием разлу ва и Чумак, 1963). В двух опытах с исполь- 
р чных доз адреналина уже через 20 мин. после 


его введения наблюда: 

активности, еее РОО снижение митотической 
процентного соотношения фаз т. ни, то, ль: 
далее после введения адреналина о. 
в эпителии кишечника, как и в эпидермисе о 
кирует главным образом премитотический период, не препят- 
ствуя всей предшествующей подготовке клеток к делению. Об 
этом свидетельствует быстрое восстановление митотического ин- 
декса, величина которого по окончании действия адреналина 
становится даже выше, чем в контроле. 

В литературе имеются указания на повышение числа мито- 
зов в эпителии кишечника при нанесении животным сильных 
болевых раздражений: ожога участка кожи (Кеш, 1951), пере- 
резки седалищного нерва (Бляхер, Воронцова и Райцина, 1957; 
Райцина, 1963), отрезания кончика языка (Жинкин, 1960). К со- 
жалению, в этих работах не были исследованы ранние сроки 
после нанесения воздействий. В опытах Жинкина достоверное 
увеличение митотического индекса в эпителии тощей кишки 
крыс наблюдалось через | час после операции и достигало мак- 


симума через 2 часа, а после 4 час. наступало восстановление. 
Райцина исследовала митотическую активность эпителия тон- 
кого кишечника крыс только на одном сроке — через 40 мин. 
после перерезки седалищного нерва. Вполне возможно, что при 
действии сильных стрессоров в эпителии кишечника развивает- 
ся глубокое и быстро проходящее торможение митотической ак- 


тивности, сменяющееся более постепенным ее подъемом, кото- 
рый ошибочно принимается за первоначальную ей Е 

В уже упоминавшихся работах Буллоу и Лоуренс мире 
жено значительное подавление митотической ее: 
дермиса уха мыши В состоянии стресса, р к 
голоданием. При инкубации кусочков уха, и месье 
мышей в момент наибольшего торможения пен жеогч д 
сти, в эпидермисе уже в течение первого часа Сети и 
кий подъем числе ИНЬ в ткани в обыч- 
мальную величину митотического индекса $. сожийие 
вые ами р щей в -соеОИ 
митотической активности эпидермиса, взя У 1 


очков уха в ат- 
и при инкубации кус 
нии стресса, имел ее. дю число митозов обычно бывает 


мосфере чистого, азот”, была получена в опытах с 
минимальным. - и пам адреналина и_последую- 
предварительным р др тканей уха при инкубации. Эти данные 
щим отмывание р 
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привели Буллоу и Лоуренс к представлениям о решающей роли 3 од 
адреналина в развитии феномена торможения митозов при 2. 0} 
стрессе (см. также взгляды Буллоу на природу суточного рит- пяНыХ , 
ма митозов в предыдущем разделе). Вместе с тем полученные дно 
результаты послужили основанием для характеристики адрена- | 103 = 
лина как премитотического ингибитора, после прекращения деи- {жи Ж - 
ствия Которого клетки, накопившиеся в премитотическом пе- ей, 
риоде, одновременно вступают в митоз, что и обусловливает | и ое © 
подъем митотической активности. В отношении таких тканей, Пора» 1 
как эпителий роговицы, эпидермис уха, эпителий языка, и не- | (ет ИН 
которых других этот принцип действия адреналина, по-видимо- | р рогов 
му, не вызывает сомнений. т, повиях 

Что касается эпителия кишечника, то пока достоверно уста- | ие 
новлены только количественные различия в его реакции на | Ш ев 
стрессоры по сравнению с вышеупомянутыми тканями: так, на- - р" 
пример, число митозов в эпителии кишечника при действии а = 
адреналина редко снижается более чем на 30—40%, в то время нос и 
как в эпителии роговицы оно падает иногда почти до нуля; кро- | котор и. 
ме того, феномен торможения и восстановления митозов при ’ чемэн ы 
стрессе развивается в эпителии кишечника, по всей вероятности, | Удал 
в более короткие сроки, чем в эпителии роговицы. Не исключе- у и 
ны, разумеется, и другие отличия, которые могут быть связаны 19525; 

в значительной степени с особенностями митотических циклов | Тег а. С 
этих тканей. Однако в настоящее время вряд ли имеются осно- Рябухи | 
вания оспаривать в принципе способность эпителия кишечника болевое 
отвечать на действие стрессоров реактивным торможением ми- тОВИЫ, 
тозов. В опытах Зорина (1962), где состояние стресса достига- 1960, 196 
лось повторным введением крысам 10%-ного формалина | раза уве 
(по Селье), в эпителии кишечника в момент наибольшего про- НИ Крыс. 
явления симптомов реакции тревоги наблюдалось значительное | ровень 
снижение числа митозов. 

с ПИ всего изложенного следует, что адреналину принадлежит | подо 
важная роль в возникновении реактивного торможения митозов | за Но 
при адаптационном синдроме. Однако он не является един- | тел 
ственным ингибитором клеточного размножения в организме. м Корк 

Роль гормонов гипофиза и коры надпочечников в развитии ты - 
‚реактивного торможения митозов. Как уже было сказано, в раз- ть С 
витие адаптационного синдрома последовательно вовлекаются веке 
различные системы органов, в первую очередь гипофиз и м "О ще, К 

надпочечников. Этим объясняется большое количество работ, | ., № 
посвященных изучению их роли в феномене реактивного тормо- ыы, у 
з 
о что введение животным кортикостероидов понае 
(как глюко-, так и минералкортикоидов) вызывает, как ры На 
ло, торможение митотической активности (Стееп а. Фра г 7. ик а 
1951; Стееп а. За\оеаг, 1951; \. $. ВиЦоией, а При ЗВ 
её а|., 1952; Теш а. 1зо{а1о, 1953, 1954; Теш а. Кауапи, ; | о к 
| 
14 “д 


{з0{а1о а. Тег, 1953; РЕ , 
1955а, 1957а; аи и КоБЫтз её а|., 1955; Алов, 
и др.), однако характер о ‚ с; СрафаПу а. Отееп, 1957, 
личных органах, и эффект в а неодинаков в раз- 
вводимого гормона. Так, нап ры й степени зависит от дозы 
{0,3 мг) стимулируют ример, малые дозы преднизолона 
ИЕ ей ‚митотическую активность эпидермиса 
АЕ Лон о желудка крыс, и лишь начи- 
рующее с увеличен и 
а (Вазапеп, 1962). По данным Алова 
‚ однократное введение мышам кортизона не из- 
меняет интенсивности клеточного деления в эпидермисе, эпите- 
и. языка, пищевода и кишечника, однако в этих же 
людается резкое угнетение размножения лимфо- 
цитов в лимфатических узлах и особенно в зобной железе. Г10- 
вторное введение кортизона (пять инъекций) приводит к инво- 
люции лимфоидных органов и к снижению митотической актив- 
ности в эктодермальных эпителиях (роговицы и эпидермиса), 
которые проявляют ббльшую чувствительность к кортизону, 
чем энтодермальные эпителии (языка, пищевода и кишечника). 

Удаление надпочечников обычно приводит к повышению 
уровня митотической активности в организме (М. $. ВиШоцев, 
19525; ЕЪИпе, 1955; @па@аЦу а. Стееп, 1957; Рябуха, 19586; 
Тех а. Сагр, 1959; Мио а. МазанНо, 1961, и др.). В опытах 
Рябухи крысы, лишенные надпочечников, не реагировали на 
болевое раздражение снижением числа митозов В эпителии ро- 
товицы. По данным Хемингуэя и сотрудников (Непиио\ау, 
1960, 1961; Непиаемау а. Но\ага, 1961), адреналэктомия в два 
раза увеличивает митотический индекс В регенерирующей пече- 
ни крыс; при облучении таких животных в дозе 200 р высокий 
уровень митозов В печени сохраняется. 

Митотическую активность самих надпочечников при стрессе 
подробно исследовал Прилуцкий (1962), наблюдавший У крыс 
значительное уменьшение числа делящихся клеток во всех 30- 
нах коркового слоя на протяжении реакции тревоги, то есть На 
время наибольшей секреторной деятельности железы. а 

тки опыта вительный период) митотический 
о бочковой жной пучковой зонах был много 
индекс в Клуб ных. Эти результаты согласуют- 
ВЫ ЕМ > чес едований (Кагезе а. Кедау, 
ся с данными что введение крысам АКТГ 
т а РНК и белков в нал 
вызыв 
почечниках, сопрово и о д 
начинает синтезиров, ует о том, что введение АКТГ 
нию авторов, чечников и лишь во ВТО- 
- ных элементов, что под- 
рую очередь к У = к (Са{ег а. З+4асК-Рип- 
тверждает результаты № 


пе, 1955) и полностью согласуется с представлениями о роли’ 


надпочечников в развитии адаптационного синдрома. В свете 
этих данных становится понятным, почему на 12-й день после 
введения крысам АКТГ у них наблюдается стимуляция мито. 
зов в слизистой желудка и эпидермисе кожи живота (Вазёпеп 
а. Теш, 1961; ЮАзапеп, 1963). Этот срок исследования совпадает 
с максимумом синтеза ДНК и с периодом минимальной секре- 
торной активности клеток коры надпочечников при введении 
АКТГ; наблюдаемый подъем митотической активности, по-ви- 
димому, обусловлен прекращением поступления в кровь глю- 
кокортикоидов после их усиленного выделения надпочечниками 
в более ранние сроки после введения АКТГ. Это подтверждает- 
ся тем, что в условиях адреналэктомии АКТГ не оказывает дей- 
ствия на деление клеток в тех же органах. 

Гипофизэктомия в большинстве случаев также приводит к 
снижению уровня митотической активности в организме (Т.е [опа 
а. Сагтеге, 1955, и др.), однако в меньшей степени, чем адре- 
налэктомия (ЕБ пе, 1955; Тег а. Саграп, 1959), и не во всех 
органах в равной мере (Артемьева, Бабаева, Лиознер и др., 
1960; Райцина, 1961; Лиознер и др., 1962). Наибольшее угне- 
тение клеточного размножения у крыс в отсутствие гипофиза 
наблюдается в органах с низким уровнем обновления (физиоло- 
гической регенерации), таких, как печень, почка, орбитальная 
железа (Лиознер и др., 1962), в то время как на митотической 
активности эпителия роговицы, языка и кишечника гипофиз- 
эктомия отражается мало. На основании этих данных пока 
трудно высказать определенное суждение об участии гормонов: 
типофиза в регуляции митотического режима при стрессе, так 
как удаление гипофиза выключает сразу целый комплекс гор- 
монов, в том числе и соматотропный гормон (СТГ), уравнове- 
шивающий по Селье действие АКТГ. 

Интересно, что у гипофизэктомированных крыс Райцина 
(1963) не наблюдала повышения митотического индекса в эпи- 
телии кишечника крыс через 40 мин. после перерезки седалищ- 
ного нерва; наоборот, в этих условиях происходило достоверное 
снижение митотической активности, что можно объяснить бо- 
лее медленным течением процесса реактивного торможения 
митозов в кишечнике гипофизэктомированных крыс. У нормаль- 
ных крыс через 40 мин. после перерезки седалищного нерва в 
эпителии кишечника наблюдаются уже восстановительные про- 
цессы и реактивное торможение митозов не улавливается на 
данном сроке исследования. В отличие от кишечника, реактив- 
ное торможение митозов в эпителии роговицы при том же бо- 
левом воздействии отчетливо обнаруживалось как у нормаль- 
ных, так и у гипофизэктомированных крыс (Райцина и Кашин- 
цева, 1963). Это говорит о прямом участии адреналина в реак- 
тивном торможении митозов эпителия роговицы при стрессе. 
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Для других органов т ная - 
< ы , е глав Оль тиче 
. “ | з ВП давлении ми 


для тимико-) В кортикостероидам 
проявления я системы), ее: а 
1 реактивного 
ляется Е . торможен И 8 
тя, по-видимому, непременным о НЕ 
оль других гор . 


мональных 
ме при стрессе. Как у факторов в митотическом режи- 


тывает угнетение в ао: НА ел 
Я ВИТЬ 
ма, что также отражается ЕЕ тя адаптационного синдро- 


я митотическ. 
В опытах Алова (19556, 1957а ом режиме организма. 


) и Эповой (1957, 1959) 
Е 3 введение 
дым мышам тиреоидина вызывало повышение митотиче- 


же ры. в эпителии роговицы, языка, кожи и кишечни- 
, ремя как удаление щитовидной железы или выключе- 
ние ее функции метилтиоурацилом приводило к снижению чис- 
ла делящихся клеток. Романов и др. (1962) наблюдали стиму- 
лирующее влияние тиреоидного гормона на деление клеток в щи- 
товидной железе, различных зонах надпочечников, печени, пара- 
щитовидных желез и др. Отсюда следует, что подавление функ- 
ции щитовидной железы в условиях адаптационного синдрома 
способствует поддержанию общего низкого уровня митотиче- 
ской активности в организме. 

Вопрос о взаимодействии гормонов адреналового комплекса с 
эстрогенами был подробно разобран выше. Роли эстрогенов в регу- 
ляции митотического режима организма посвящена тл. У книги. 

Значение феномена реактивного торможения митозов в усло- 
виях нормальной жизнедеятельности организма. Приведенный 
‘материал позволяет рассматривать явление реактивного тормо- 
жения митозов как общую реакцию организма на все виды 
внешних раздражений. В противоположность этому состояние 
сна способствует повышению общего уровня митотической ак- 
тивности в организме (М. $. ВиЦоней, 1948а, Залкинд, 1959; 
Соколова, 1959, 1962). Поскольку реактивное торможение ми- 
тозов является первичной неспецифической реакцией организма 
на внешние воздействия, его можно ‚рассматривать как непре- 
менную составную часть начальной стадии адаптационного 

Селье. Экспериментальные данные показывают, что 
сир. митозов в ответ на действие 
быстро Рю р факторами, которые вы- 
ОЕ а иаиЫ реакции стресса, а именно, рефлек- 
зывают и р еления адреналина с последующей ак- 
торной стимуляцией выд 


плекса. 
р адреналового ком ; 
тивацией Позеявек ОИК торможение митозов вызвано непосред 
В тех ива ткани, оно, как правило, но- 
<ственным д ы А тация животных к новым 
арактер. Адап 
сит кратковременный хар р и фазой восстановления) при- 


ог 

а реакции трев я 
УЕ а числа митозов в тканях, поскольку ыы 
В ные митозов связано главным образом с задержк 
ное тор 
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перехода клеток из интеркинеза в митоз. Устранение неблаго- 
приятных воздействий снимает этот тормоз, и клетки, подгото. | 
вившиеся к делению, одновременно вступают в митоз. | 

В процессе развития адаптационного синдрома митотическив 
режим организма подвергается дальнейшим изменениям, варьн- 
рующим от органа к органу. Так, в эпителии кишечника вскоре 
после первичной реакции торможения довольно долгое время 
(по крайней мере в течение 48 час.) наблюдается повышенное 
число митозов, в то время как органы тимико-лимфатической 
системы начинают ‘регрессировать, и деление клеток в них прак- 
тически прекращается. 

Изменения в митотическом режиме организма при стрессе 
касаются не только перехода клеток из интеркинеза в митоз, 
Как показал Уткин (1958), факторы новизны, препятствующие 
возникновению новых делений в эпителии роговицы мышей, вы- | 


зывают вместе с тем сокращение времени метафазы. Следует, ОД: 


ес 

нако, отметить, что это влияние выражено значительно ‘слабее, чем Ея 
действиена переход клеток из интеркинеза в митоз, и при опреде- ЛЬНЫЙ 
лении митотического индекса им практически можно пренебречь. о Ы 
В попытках объяснить причины своеобразия динамики мито- вах) п 
тического режима организма, обусловливающие, в частности, относит. 
его большую лабильность, Уткин (1958) предложил гипотезу, Горл 
в основу которой положил представления Шапота (1952, 1954 необход 
и др.) о соотношении пластического и функционального обме- НЫМИ К 
на в организме. Согласно взглядам Шапота, существует уни- зируя п 
версальный, общий для всех клеток механизм (макроэргические Суонн | 
фосфорные соединения, воссоздаваемые в процессах сопряжен- МИТОЗ В 
ного с окислением или брожением фосфорилирования), который частнос" 
энергетически обеспечивает как элементарные проявления жиз- щих на. 
недеятельности (пластический обмен), так и самую возмож- Димой д 
ность осуществления специфических для данных клеток функ- акторы 
ций (функциональный обмен). Таким образом, энергетические определ 
траты в клетке направляются не по одному, а по двум руслам. Играя ( 
При этом усиление одного из них может привести к ограниче- Моны р 
нию расхода энергии для другого. Уткин предполагает, что в акций Ст 
основе динамики режима делений в организме лежат соотноше- 0 


ния в изменении ‘этих двух направлений в обмене веществ. Во — аев. 
время интеркинеза в клетке преобладает пластический обмен. 
Причину угнетения митозов в периоды повышенной активности 
животных, а также при действии стрессоров Уткин усматривает 
в ослаблении пластического и усилении функционального обме- 
на, что может даже способствовать более быстрому заверше- 
нию делений, хотя возникновение новых митозов при этом 
заторможено. Эти представления до сих пор не были подвергну- 
ты экспериментальной проверке, однако в настоящее время из- 
учение митотических циклов и процессов, протекающих в интер" 
кинезе, так далеко продвинулось вперед, что наступила реаль 

ная возможность проведения подобного рода экспериментов. 


Глава 1\У 


ГОРМОНАЛЬНАЯ РЕГУЛЯЦИЯ 
ДЕЛЕНИЯ КЛЕТОК 


1. ОБЩИЕ ПРИНЦИПЫ ГОРМОНАЛЬНОЙ 
РЕГУЛЯЦИИ ДЕЛЕНИЯ КЛЕТОК В ОРГАНИЗМЕ 


Среди многочисленных факторов, контролирующих деление 
клеток в организме, системе гормонов принадлежит первосте- 
пенная роль. Накопленный к настоящему времени эксперимен- 
тальный материал (частично изложенный в предыдущих гла- 
вах) позволяет сформулировать некоторые общие положения 
относительно участия гормонов в регуляции деления клеток. 

Гормоны — регуляторы механизмов митоза. Прежде всего 
необходимо подчеркнуть, что гормоны не являются непремен- 
ными компонентами механизмов митоза любой клетки. Анали- 
зируя процессы регуляции клеточного деления в организме, 
Суонн (З\апп, 1957. 1958) выделяет факторы, обеспечивающие 
митоз во всех без исключения клетках: синтез биополимеров, В 
частности удвоение содержания ДНК; наличие материалов, иду- 
щих на построение хромосом и веретена; освобождение необхо- 
димой для митоза энергии и Т. д. Наряду с этим существуют 
факторы, действующие лишь на некоторые ‘клетки и только В 
определенное время. К таким факторам Суонн относит гормоны. 
Играя решающую роль в экономике тех или иных тканей, гор- 
моны способны существенным образом изменять скорость ре- 
акций, обеспечивающих подготовку клеток к делению, а в ряде 
случаев — побуждать к делению новые клетки, регулируя тем 
самым митотический режим ткани. В значительной степени это 
относится к так называемым гормонам роста, которые, по по- 

м, действуют как индукторы белкового синтеза 
е вышеизложенное позволяет охарактеризовать 

оры механизмов деления, или, по Суонну, 
второго порядка, накладывающиеся на первич- 


ные механизмы митоза, общие для всех клеток (см. также Т.е+- 


4:6, 19615). 

Регуляц 
ного действия гормоно 
лом организме заключ 


общего регуляцион- 


ие 
ия клеток — проявлен 
кН в Регулирующая роль гормонов во взрос- 


зом в управлении 
79 


ается главным обра 


отдельными приспособительными функциями (см. Мицкевич, Ех 


1957, и др.). Иными словами, гормоны должны поддерживать та- ли8б ому 
кой уровень биохимических процессов, который обеспечивал бы РВ и 
функциональную устойчивость организма и его самовоспроизве- и то 
дение при любых изменениях в окружающей среде, то есть спо- ое 
собствовал бы сохранению гомеостаза (см. гл. Г, раздел 2), 06; распро 
Нарушение гормонального баланса неблагоприятно отражает- Это ссы 1 
<я на функционировании отдельных органов и вызывает сдвиги прой одяйС 
в митотическом режиме организма, нередко приводящие к тя- Имею и Г! 
желым последствиям. Достаточно указать на такой факт, как что я ор! 
возникновение очагов злокачественного роста при расстройстве ванно ой с 
обмена стероидных гормонов. обрати мер 

Контроль, осуществляемый гормонами над клеточным деле- При» р. 
нием, является частным случаем их общего регуляционного дей- ЖаюшиИй 
ствия в организме. Отсюда следует, что при изучении гормо- числа 
нальной регуляции деления клеток необходимо отчетливо пред- влиянием — 
ставлять себе, с каким типом управляющих систем мы сталки- гормока В 
ваемся в том или ином случае. ние клеточ! 

Согласно современным воззрениям, изложенным в разделе 2 почечников 
гл. 1, механизмы регуляции в организме обеспечиваются пре- шла речь в 
имущественно системами с отрицательной обратной связью; су- Для пре 
ществование подобной формы регуляции было эксперименталь- ний характ 
но доказано для эндокринных желез М. М. Завадовским, кото- растание с 
рый назвал ее типом «плюс-минус взаимодействия». Суть кон- И 
цепции Завадовского сформулирована им в двух основных те- грессивное 
зисах: 

«Если первый орган непосредственно стимулирует развитие беременно 
функции второго, то этот второй в процессе своего становления, тов усилен! 
как правило, тормозит, то есть оказывает влияние на первый с доз эстроге 
обратным знаком: Наконеи 

НИЯ. Подрс 
АВ Малиновске 
= Уже ИЗ 
и, наобо Чальной ре 
, рот, | еще о 
= Моно ` В 
и ето а ` 
анализ ож 
то есть взаимодействующие органы оказывают друг на друга ь 
взаимопротиворечивое влияние. 

Именно в силу взаимно противоречивого взаимодействия 2. 
между органами развивающееся тело животного представляет те 
собой саморегулирующуюся систему с высокой степенью устой- Гор 
чивости, так как регуляция, в силу сказанного отношения, при- Род си бнь 
суща не только организму как целому, но и каждому звену в 
отдельности» (Завадовский, 1941, стр. 79). 
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Дальнейшие иссле 
Воть Био Роем подтвердили справед- 
широкому изучению взаимодейс а не рак - 
ции. В настоящее время об едет В В 
оо чеВНИЫ, >, ее что подавляющее боль- 
осуществляется именно по типу в оОрмронанно 
Это распространяется и на так отрицательной обратной связи. 
орровко на рае © ие 
Имеющий ‹ Е - крови (см. рис. 4). 
о м ыы материал позволяет считать, 
нь льной регуляции деления клеток в сформиро- 
тои: = также проявляется принцип отрицательной 
ы НР изменений в митотическом режиме органа, отра- 
} кого рода регуляцию, может служить увеличение 
цисла митозов в эпителии матки или молочной железы под 
влиянием эстрогена с последующим снижением при избытке 
гормона в организме (см. гл. У). Сюда же относится торможе- 
ние клеточных делений при действии гормонов гипофиза и над- 
почечников в условиях адаптационного синдрома, о котором 
шла речь в предыдущей главе. 

Для процессов развития и некоторых патологических состоя- 
ний характерны иные типы связей, которые обусловливают на- 
растание событий. Это так называемые положительные обрат- 
ные связи, проявлением действия которых может служить про- 
грессивное размножение клеток децидуальной ткани во время 
беременности (процесс развития), а также возникновение оча- 


гов усиленной пролиферации при длительном введении больших 


доз эстрогенов (патологический процесс). 
Наконец, в ряде случаев имеются сочетания типов управле- 


ния. Подробный разбор этих вопросов содержится в обзорах 
Малиновского (1960) и Вундера (1962). 

Уже из краткой характеристики возможных типов гормо- 
нальной регуляции размножения клеток в организме следует 
еще одно важное положение — об условности разделения гор- 
монов на стимуляторы и ингибиторы митоза. В ходе дальней- 
шего изложения этот тезис будет подвергнут более детальному 


анализу. 


2. ПРЕДСТАВЛЕНИЯ О ПУТЯХ ВОЗДЕЙСТВИЯ 

ГОРМОНОВ НА мМитоЗ 

ческие регуляторы деления. Первый пе- 

азработки вопроса о влиянии гормонов 
‹ое деление относится главным образом к сора 

ыы т актеризуется накоплением фактическог 

вым год 


енологическая сторо- 
ественно феном г 
в ее пРеИМУ о менения митотической активности 


аз — количественные - 


Гормоны — энергети 
риод систематической Р 


бо. и. Епифанова 


различных органов и тканей при введении гормонов (Маапзоп 
а. Вгиез, 1941; №. $. ВиЦоиов, 1942, 1943, 1946, и др.; Е. Ро Ва 
1оиоП, 1943, 1947; Нипф, 1947; те! зег, 1947; З4ет а. Е. АЦеп, 
1948; Со|азтИН е{ а|., 1948, 1949; Мощаспа её 21., 1949, и др.). 

В 1946 г. Буллоу (\. $. ВиЦоиов, 1946) выступил с концеп- 
цией об эстрогенах как «всеобщих митотических стимуляторах» 
(см. следующий раздел), не получившей, однако, поддержки у 
других исследователей. Постепенно все резче стала намечаться 
генденция подразделять гормоны на стимуляторы и ингибиторы 
клеточного деления, но и в этом вопросе противоречивость фак- 
тов не позволяла прийти к окончательному, суждению. 

Второй период разработки вопроса относится к пятидесятым 
годам и характеризуется попытками установить уже отдельные 
звенья гормональной регуляции митоза. В 1951 г. Буллоу и 
Джонсон (\. $. ВиПоией а. М. ойпзоп, 19516) разработали 
оригинальный метод кратковременной инкубации кусочков уха 
мыши, позволяющий изучать условия возникновения и проте- 
кания митозов ш УЙго. С помощью этого метода им удалось 
установить существование определенной зависимости между со- 
держанием в среде глюкозы, внутриклеточным потреблением 
кислорода и количеством возникающих в ткани митозов 
(\У. 5. ВиПоцоВ а. М. Зовпзоп, 1951а, с). Был сделан вывод © 
том, что основным энергетическим источником деления клеток 
является глюкоза, подвергающаяся аэробному или гликолити- 
ческому расщеплению (У. $. ВиПоиов, 1952с). Добавляя в сре- 
ду гормоны, можно воздействовать на деление клеток, активи- 
руя или, наоборот, угнетая глюкокиназную реакцию, являю- 
щуюся «узким местом» углеводного обмена. Таким образом, 
стимулирующее или тормозящее действие гормонов на митозы 
связано с одной ключевой ферментативной реакцией и осуще- 
ствляется путем усиления или ослабления притока энергии в 
«антефазе» — критическом периоде перед видимой профазой, 
во время которого аккумулируется необходимая для митоза 
энергия (\\. $. ВиПоизв, 1953, 19555). 

Концепция Суонна о гормонах как индукторах клеточного 
деления. Взгляды Буллоу подверглись подробному критическо- 
му рассмотрению в обзоре Суонна ($\апп, 1958). Анализ работ 
различных исследователей, изучавших влияние гормонов на ми- 
тотическую активность в организме, позволил Суонну обнару- 
жить определенную зависимость между тремя показателями: 
латентным периодом действия гормона, увеличением числа ми- 
тозов и наличием клеточной гипертрофии. Эта зависимость мо- 
жет быть проиллюстрирована на примере стимулирующего дей- 
ствия гормона на деление клеток в тканях с высокой и низкой 
митотической активностью (табл. 3). 

В случае действия гормона шт \!уо на ткань с высокой ми- 
тотической активностью латентный период, как правило, неве- 
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кой МИТОТИт 
цент клеток, 
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| Таблица 3 
Действие го 
рмонов на деление клеток в тканях с высокой и й 
митотической активностью я 
Е Латентный 
итотическая активность ткани нок м. р И 


ствия гор- числа мито- ия к 
‘лет 
мона, часы зов Е р 


Низкая . ы 


Высокая . 
ся 3 ве 8 23 Нет 
24—48 | 10—100 Есть 


лик, число митозов возрастает незначительно, и гипертрофии 
клеток не наблюдается. При действии той же дозы гормона на 
ткань с низкой митотической активностью, включающей в себя 
большое количество дифференцированных клеток, латентный 
период резко увеличивается, митотический индекс возрастает в 
десятки и даже сотни раз, что обычно сопровождается гипер- 
трофией клеток. 

Чем обусловлено такое различие? Суонн предлагает следую- 
щее объяснение наблюдаемым фактам. В любой ткани с высо- 
кой митотической активностью всегда имеется большой про- 
цент клеток, уже завершивших подготовку к митозу. Такие клет- 
ки действительно нуждаются лишь в притоке энергии для де- 
ления. Для этого не нужен длительный латентный период, и 
размах ответа соответственно невелик. В ткани же с низкой ми- 
тотической активностью длительный латентный период нужен 
для того, чтобы успел произойти синтез белков и нуклеиновых 
кислот, идущих на построение митотического аппарата. Этот 
процесс связан с увеличением размеров клетки, а резкое воз- 
растание митотического индекса является следствием одновре- 

пления в митоз многих клеток. | 
м тЫ Буллоу, выполненные т уЦго, Суонн при- 
ходит к заключению, что стимуляцию или торможение Е 
энергии на конечном этапе интерфазы (в «антефазе») ни в : 
ссматривать как общий, а тем более единствен 
суча й ляции клеточного деления. 
ный механизм гормональной рези, ставлял в оПы- 
Прежде всего экспериментальный период со 
а часов после изоляции эпидермиса- 
тах Буллоу лишь несколько б множаю- 
оизводился в быстро раз 
Далее, подсчет митозов Пр 
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наблюдения, поскольку вполне логично допустить, что гор- 
моны могут действовать в любой точке жизненного цикла 
клетки. 

На основании проведенного анализа Суонн выдвигает гипо- 
тезу о двух возможных путях гормональной регуляции мито- 
тического деления. Один путь, менее типичный, связан, как пред- 
полагает и Буллоу, со стимуляцией (или торможением) обра- 
зования энергии на заключительном этапе интерфазы, когда 
основные синтетические процессы, обеспечивающие подготовку 
клеток к делению, уже завершены. Другой путь, вероятно, более 
общий, связан с переключением (з\ИсВ) всего типа обмена 
дифференцированных клеток на синтез биополимеров, необхо- 
димых для построения митотического аппарата. При этом дей- 
ствие гормонов на клеточное деление осуществляется скорее 
всего индуктивным путем (в эмбриологическом смысле этого 
слова). Это означает, что гормоны не являются факторами рос- 
та, постоянное присутствие которых нужно для поддержания 
ключевой ферментативной реакции. Суонн предполагает, что 
они действуют на ‘более фундаментальном уровне, обеспечи- 
вая создание нового типа ферментативного (белкового) синтеза, 
который в свою очередь обусловливает всю дальнейшую обмен- 
ную активность клетки. Он допускает, что при этом может про- 
исходить переключение энергии с одного русла на другое (см. 
гл. Ш, раздел 2). 

Большой заслугой Суонна является прежде всего попытка 
рассмотреть с новых позиций многие хорошо известные ‘факты, 
что позволило ему внести упорядоченность в существующие 
представления и сделать их доступными дальнейшему изуче- 
нию. Плодотворность концепции Суонна заключается в том, что 
она предполагает существование качественных различий в дей- 
ствии гормонов на различные типы тканей, и в этом ее биоло- 
гический смысл. 

Нам представляется, однако, более правильным оценивать 
различия в характере действия гормона на клеточное деление, 
имея в виду специфические и неспецифические по отношению к 
нему ткани, а не просто ткани с высокой и низкой митотической 
активностью. Характерно, что в своих последних обзорах Бул- 
лоу (\. $. ВиПоцев, 1962а, Б) также различает избирательную 
регуляцию гормонами деления клеток в тканях, специфически 
реагирующих на гормон, и их неспецифическое и менее выра- 
женное влияние на общий уровень митотической активности в 
организме. При этом конкретные пути воздействия гормонов на 
клеточное деление остаются в обоих случаях, как подчеркивает 
Буллоу (1962а), совершенно неясными. Нам кажется, что вряд 
ли следует рассматривать эти пути альтернативно, поскольку 
имеющийся фактический материал не дает оснований исключить 
возможность гормональной регуляции деления клеток одновре- 
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Под специф 
а ИЧНОСТЬЮ С ь ы ’ 
о а ледует понимать сумму реакций 
са Ну - щих ее частей (организма, органа 
ткани, клетки, клеточных о , , 
определенное воздейст рганелл, макромолекул и т. д.) на 
отличающую ее от Рив присущую только данной системе и 
других систем. Наличие специфичности и 
следовательно, неоднозначности | 
в пределах организма ф РОТА ПОНВОВЕТ ОС 
изиологический контроль на я НКЦИ 
органов и клеток. р д Фувквинме 
Естественно, что признаки специфичности являются различ- 
ными для системы в целом и для ее частей. Для органа и ткани 
можно вполне определенно ответить на вопрос об их специфич- 
ности по отношению к тому или иному гормону: она заключает- 
ся в их способности реагировать на действие гормона измене” 
нием роста или метаболической активности (или обоих призна- 
ков одновременно). Таким образом, проблема специфичности 
реакции ткани на гормон по самому своему существу неразрыв- 
но связана с проблемой роста и размножения клеток. Органы 
и ткани, в которых названные изменения бывают выражены в 
СИЛЬНОЙ степени — Ч4гатайсаЙу, по выражению Вилли (УШее, 
1962), получили название органов-мишеней и тканей- 
мишеней. На этом уровне определение специфичности реак- 
ции на гормон может являться достаточно точным. 
Однако при переходе от ткани к клетке, то есть от вопроса 
о специфичности целой популяции клеток к вопросу о специ- 
фичности каждой отдельной клетки, возникают тру > - ре 
делении внешних признаков этой и ы ки 
представляют собой однородную популяц: Я фологически 
быть отдифференцированы друг от друга морфо- р 
ок на гормон может быть 
акции отдельных клет 
специфичность ре П ожим, имеет- 
констатирована далеко не во всех случаях. Предположи , 
ся ткань-мишень специфически реагирующая на действие гормо- 
ое т клеток и их усиленного 
ассы за счет гипертрофи! . 
на приростом м фологически такая реакция будет проявляться 
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стью“ имеНИО. де под влиянием гормонального стимула, 
размерах или делится ол бя возможным. В равной мере это 
практически не представл .е 


относится к различным проявлениям функциональной активности 
каждой отдельной клетки, находящейся в пределах клеточной 
популяции. 

Клетки проходят свой жизненный цикл асинхронно, и в каж- 
дый момент времени в ткани имеются клетки в самых различ- 
ных фазах этого цикла, определить которые визуально нельзя. 
Вызываемые гормоном изменения могут проявляться в одной 
клетке позже, чем в другой, и вследствие этого не будут заре- 
гистрированы. С другой стороны, часть клеток популяции и в 
обычных условиях подвержена тем изменениям, которые в 
остальной массе клеток вызывает гормон. Поэтому закономер- 
ности, которые можно установить в пределах клеточной популя- 
ции, всегда являются статистическими. Морфологически одно- 
родная популяция клеток может оказаться гетерогенной по своей 
реакции на гормон, и определенный процент клеток в ее составе 
будет специфически реагировать на его действие. В этом смысле 
можно считать, что существуют и клетки-мишени. 

Все только что приведенные рассуждения справедливы, как 
уже говорилось, для популяции клеток и не могут быть распро- 
странены на отдельно взятую клетку, существующую самостоя- 
тельно и не имеющую контактов с другими клетками. Специфич- 
ность реакции такой одиночной клетки на гормон может быть, 
вероятно, охарактеризована достаточно определенно и с по- 
мощью морфологических критериев. Однако следует сразу же 
сказать, что эта норма реакции может не иметь ничего общего 
со специфичностью ответа клеток, находящихся в составе по- 
пуляции. Так, было показано (Г. \№е!55, 1961), что отдельные 
клетки простаты в культуре не реагируют на добавление в сре- 
ду тестостерона, в отличие от фрагментов железы. По-видимо- 
му, прав Левин (Геуше, 1957), считающий, что для полного 
представления о специфичности реакции ткани на гормон всег- 
да требуется определенная степень сохранности ее структуры. 

Все вышеизложенное заставляет признать необходимым вы- 
бор более точных показателей для оценки этой специфичности. 
Вилли (УШее, 1960, 1962, и др.) полагает, что в настоящее вре- 
мя еще нельзя предложить строгого определения отличия тка- 
ни-мишени от прочих тканей на молекулярном уровне. Однако 
поскольку каждый тип ткани характеризуется определенным 
набором ферментов, возникшим и закрепившимся генетически 
в процессе эмбриональной дифференциации, Вилли предпола- 
гает, что основным свойством, отличающим ткань, специфиче- 
ски реагирующую на определенный гормон, является наличие 
в ней ферментативной системы, которая может быть избира- 
тельно стимулирована или подавлена этим гормоном. 

Естественно, что такое определение нельзя считать исчерпы- 
вающим (подробно см. гл. УП), и понятие специфичности реак- 
ции ткани-мишени на гормон нуждается в дальнейшей экспери- 
ментальной расшифровке. 
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РОЛЬ ЭСТРОГЕНОВ 
В РЕГУЛЯЦИИ ДЕЛЕНИЯ КЛЕТОК 


о а НИЙ 


1. ОСОБЕННОСТИ ДЕЙСТВИЯ ЭСТРОГЕНОВ 
НА ДЕЛЕНИЕ КЛЕТОК В РАЗЛИЧНЫХ ТКАНЯХ 


Изучение роли эстрогенов в регуляции деления клеток при- 
влекает исследователей с разных точек зрения. 

Прежде всего хорошо известно, что эстрогены периодически 
вызывают специфические перестройки в органах воспроизводя- 
щей системы самок, что делает удобным параллельное изучение 
морфологических изменений этих органов и их митотического 
режима. Наряду с этим эстрогены оказывают влияние на деле- 
ние клеток и в некоторых других органах. 

Интерес к изучению роли эстрогенов в регуляции деления кле- 
ток особенно возрос после того, как было экспериментально пока- 
зано (Гасаззаспе, 1932, 1934, 1936, 1937, 1957; Нагае, 1934, идр.), 
что при введении больших доз эстрогенов в организме могут воз- 
никать очаги усиленной пролиферации, нередко приобретающие 
бластоматозный характер (см. Вигго\мз а. Ногиие, 1952; багапет, 
1953, 1958а, 5; машоск, 1956, 1960, 1963; Резайуе е{ а|, 1958; 
Ве|зсво\узКу, 1961; Биг} а. Кип, 1961; ЕигИ а. Уокого, 1962; Ла- 
зарев, 1961, 1963; Нейман, 1961, 1963; Васильев, 1963; Журавле- 
9 Е известно, что эстрогены, как и многие дру 
гие вещества стероидной природы, оказывают тормозящее 

Е й тательной и молочной желез 
действие на рост уе ия Пигзеней и. Вгецег 1953; 
п некоторых других новое, р ыы Е 21. 1959; МооПеу 
Нее, 1957; НИ! бо еневский, 1961; Зебтиа, 1961; Гапдай 
ер а1.`1960; Шевченко и Кореи и но, что эстрогены 

ман Ъоск, 1962, и др.). Хотя и доказа„ р 
е{ а|., 1962; чаще всего опосредовано, изменяя 
действуют в этих слУЗНЯХ — ше палотропных гормонов гипофиза 
секрецию маммотропных, ит 1958: Кип а. Ри, 1963; Кит, Биг 
(Бегхиззоп, 1956; Гуопз е А а, 1963. Лёзарев, 
зо Боро, Ее и об их прямом тормозящем влия- 
в а клеток злокачественных опухолей (Егапкз, 1959; 


см. также Лазарев, 1961, и др.) - : 


Может быть именно поэтому выяснению роли эстрогенов в 
регуляции деления клеток посвящено наибольшее количество ис- 
следований по сравнению с другими гормонами, хотя до сих пор 
и не выработана единая точка зрения на характер их действия. 
Вопрос В значительной мере осложняется тем, что, как уже было 
сказано, эстрогены могут в различных условиях оказывать не. 
одинаковое влияние на пролиферативные процессы. В связи с 
этим исследования велись в разных направлениях: изучались 
эстрогенная стимуляция митозов и, наоборот, антимитотическое 
действие эстрогенов. Нам кажется, что роль этих гормонов пра- 
вильнее всего оценивать, исходя из общих принципов гормональ- 
ной регуляции деления клеток и учитывая специфичность дей- 
ствия эстрогенов на определенные ткани. 

Вопрос о границах стимулирующего действия эстрогенов на 
деление клеток. Первым обширным исследованием в этой области 
была работа Буллоу (\.. $. ВиПоиов, 1946). Подвергнув изуче- 
нию митотическую активность самых различных органов самок 
мышей на разных стадиях эстрального цикла и при введении 
эстрона, Буллоу пришел к выводу о стимулирующем влиянии по- 
следнего на деление клеток в подавляющем большинстве тканей. 
Он выступает с концепцией об эстрогенах как «всеобщих митоти- 
ческих стимуляторах», преодолевающих «силу клеточной инер- 
ции», но подверженных в свою очередь действию «митотического 
депрессора» неизвестной природы. Крайняя гипотетичность схе- 
мы и ее недостаточное фактическое обоснование послужили при- 
чиной того, что представления Буллоу не получили никакого раз- 
вития; между тем в них содержится интересная мысль об адапта- 
ционном характере гормональной регуляции митозов. 

Критической оценке подверглось и основное положение Бул- 
лоу об универсальности стимулирующего действия эстрогенов на 
деление клеток, поскольку экспериментальные данные, послужив- 
шие его основой, не нашли подтверждения в работах других ав- 
торов. Картер (Сакег, 1953) не обнаружила стимуляции клеточ- 
ного деления в эпидермисе уха, эпителии пищевода, двенадцати- 
перстной кишки и мочеточника крыс после введения им эстрона. 

К такому же заключению пришел и Эблинг (ЕЪ с, 1955), из- 
учавший действие эстрадиола на митозы в эпидермисе и саль- 
ных железах самок крыс. 

Постепенно Буллоу пересматривает свою первоначальную 
концепцию и формулирует ее значительно осторожнее, допуская, 
что действие эстрогенов неодинаково по отношению к митотиче- 
скому режиму разных тканей. Все же он продолжает ТРИ, 
вать активацию эстрогенами размножения клеток в половых 
органах самки как гипертрофированное проявление их общего 
стимулирующего действия (\/. $. ВиЦоцей, 1951, 1955Ъ). + 

Против этого положения Буллоу выступил Алов (1957а, = 
который, в соответствии с данными Картер, не получил эстрог 


88 


в опытах 
менной п 
24 часа, г 
мечая ра 
ну, связа 
время де 
Буллоу), 
ческие ст 


нои стимуляции митозов в 


языка и кишечника) у ее. органов (эпителий роговицы, 


й. 


ций эстрона наблюдалось нЕ же-время после двух ине 
 еляИАЯ БлеОВно ИтеЫОе упОличениеи В ОЛИАОНВ 
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. Сопоставляя эти результаты 
р клеточной проли- 
приходит к выводу о том, что э и молочной железы, Алов 
клеток лишь в половых и непос ие о 
ганах, где, следовательно оо т 
ция митозов. На митотическую нЕ самостоятельная регуля- 
тены существенного влияния не ке других органов эстро- 

Аллен (3. М. АЦеп, 1955, 1956, 1957, 1958) 

О а оь ‚ 1957, 1958) провел специальное 

(бензоата го периода действия половых гормонов 

` эстрадиола и пропионата тестостерона) на деление 
клеток в тканях различного типа. Им было показано, в частности, 
им на эпидермис уха мыши латентный 

с., а митотическая активность возрастает 
приблизительно в два раза. Совсем другая картина наблюдалась 

в опытах Аллена при исследовании действия эстрадиола на се- 
менной пузырек: в этом случае латентный период составлял 18-- 
24 часа, а митотический индекс увеличивался в 200—300 раз. От- 
мечая различную чувствительность изученных тканей к эстроге- 
ну, связанную с особенностями их метаболизма, Аллен в то же 
время делает заключение (в соответствии с представлениями 

Буллоу), что эстрогены в обоих случаях действуют как энергетн- 

ческие стимуляторы деления. 

Таким образом, и Алов, и Аллен близко подошли к решению 
вопроса, но от их внимания ускользнуло то, что увидел Суонн 
(З\апп, 1958), а именно, различная степень положи- 
тельного ответа тканей на эстрогенную стимуля- 
цию. Пересмотрев и проанализировав под определенным углом 
зрения большое количество, казалось бы, противоречивой литера- 
туры, Суонн сумел обнаружить в ряде тщательно выполненных 
экспериментальных работ известное логическое несоответствие 
между наблюдаемыми фактами (например, длительный латент- 
ный период действия гормона) и их трактовкой еы 
стимул по Буллоу). Это позволило ему, как мы видели см. 

ть представление о двух возможных путях 

гл. [\), сформулирова | у 7 

й еления клеток в организме, главный 
гормональной АМИ Г ктивного действия гор- 
из которых реализуется по принципу инду 

м к эстрогенам это означает, что последние яв- 


1 1 муляторами клеточного деления 
\ууо активными сти - 
та индукторов) в органах воспроизводящей системы самок 
(матка, влагалище, молоч .), самцов (свой 
пузырек, простата и др.), а та не 
занных с воспроизводящей системой 
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железы внутренней секреции), то есть в органах-мишенях 
(см. гл. ГУ). Наряду с этим эстрогены могут оказывать неспеци- 
фическое и менее выраженное стимулирующее влияние на деле- 
ние клеток в других органах путем повышения общего уровня 
метаболизма (возможно, действуя как энергетические стимуля- 
торы). 


2. ДЕЙСТВИЕ ЭСТРОГЕНОВ 
НА ДЕЛЕНИЕ КЛЕТОК В ОРГАНАХ-МИШЕНЯХ 


В 1937 г. Аллен и сотрудники (Е. АПеп, ЗшйИН а. Саг4пег, 
1937) показали, что хорошо известный комплекс изменений, вы- 
зываемых эстрогенами в матке (увеличение веса и обводнение 
органа, усиление его гиперемии, утолщение мышечной стенки, 
разрыхление соединительнотканной стромы, развитие железистой 
сети и т. д.) и во влагалище (утолщение эпителия, ороговение и 
слущивание в просвет клеток его верхних слоев), сопровождает- 
ся количественным увеличением числа делящихся клеток в этих 
органах. Были прослежены некоторые закономерности наблюдае- 
мых изменений. Оказалось, что при однократном введении ка- 
стрированным мышам 5у эстрогена митотическая активность в 
эпителии влагалища начинает возрастать через 10—13 час. после 
инъекции, достигает максимума через 37 час. и снижается к 
48 час. Вскоре было показано (Сгапаай, 1938), что повышение 
митотического индекса, наблюдающееся в соединительнотканных 
и мышечных клетках кольцевой мускулатуры матки кролика в 
ранние сроки беременности, можно вызвать введением в различ- 
ных сочетаниях эстрогенов и прогестерона. Вслед за тем Тисло- 
виц (Т1з|ом, 1939) получил эстрогенную стимуляцию митозов 
в мышечной, соединительной и эпителиальной тканях простаты 
и семенного пузырька у мышей. 

Это были первые работы, в которых производился количе- 
ственный учет числа митозов при экзогенном введении эстроге- 
нов; они были выполнены на сравнительно небольшом материале 
без применения методов статистической обработки. Однако ре- 
зультаты этих работ были в дальнейшем неоднократно воспроиз- 
ведены в различных модификациях опытов. 

В многочисленных исследованиях, выполненных на разнооб- 
разном материале, преимущественно на грызунах, было досто- 
верно установлено, что кастрация снижает, а повышение содер- 
жания эстрогенов в организме, наоборот, увеличивает кан 
ский индекс в клетках фолликулярного аппарата яичников (Гапе 
а. Рау1, 1939; Г.апе, 1940; \. $. ВиЦоие®, 1942, ей т 
1961), в эпителии и других отделах матки (\. $. Ви те Е. ее. 
УИ Шатз, 1948; де[апё, Меуег а. Е1з, 1955; Алов, Бра в 
1961; Лагучев, 1962; Лагучев и Го ея и а 
в эпителии влагалища (В1соегз а. Санторо, 1955а, Ъ; 
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фо1а, 1955: Сашо 
ро. ы Бо1а г 
1958; Магйп, Сох а. В1воегз, 1955; : 
Лагучев и Каргинате ео 1961 и але 
лез (Альтман, 1945: ерентьева, 1963), в эпители атучеВл 
то ориа 1945; №. 5. ВиПоиси, 1946; Лагучев, 1958, 1950 6, 
ва, 1963, и др у - и Будик, 1960; Лагучев 1958, 1959, 6, 
-), В эпителии сосков (Вц]ага | 
‚ азоп, 


о ) редн Й 2 1 9 е\$ 1959 
9 8 ‚в пе ей доле гипо Ё 
. | г о ( айтап, 1 54; Мей 1 К, ) 


а|., 1948; 7. М ЕЕ (Вик 210 
д Че. 955, 1956; Ругойй и. И р И 
‚ доза. В процессе выполнения этих ей 


ваний выявились нек 
деление клеток в и ое действия эстрогенов на 
Прежде всего оказалось, что т ив 
имеется довольно о ОЕ а И 
лагаемом значении которого уже Е У период, о предпо- 
далее, что для поддержания и ми Было обнаружено, 
тивности в ткани не обязательно пос ры И 
на. Однократное введение эстрогена ВЫВ ПОЗЕОВНЫВ ИЯ 
тического индекса, сохраняк У 
ткани, от двух до т В О Во-ИВ мы 
вводимые извне стероиды подвергаются в НИ т 
распаду — иногда в пределах одного часа (СаПаовег, 1954; же 
Е 1962: Апющааез ей а|., 1960; Епое! а. Сатегоп, 1960, 
Отсюда, естественно, возник вопрос о зависимости митотиче- 
ского индекса от дозы эстрогена. В одной из работ (ПитзсВег| её 
а|., 1948) было детально изучено действие различных доз андро- 
генов (от 10 до 2000%) и эстрогенов (от 1 до 2000у) на деление 
клеток в эпителии семенных желез мыши при двукратном введе- 
нии гормонов с интервалом в 15 час. и последующим забоем жи- 
вотных через 24 часа; за 9 час. до забоя вводили колхицин. Ли- 
нейная зависимость между стимулирующим действием гормона на 
митотический индекс и логарифмом дозы была найдена только 
для тестостерона, в То время как У других андрогенов она отсут- 
ствовала. Природные (эстрадиол, эстрон) и синтетические (ди- 
этилстильбэстрол) эстрогены также стимулировали клеточное 
деление в эпителий желез, но в меньшей степени, чем андрогены. 
Максимальный эффект наблюдался В пределах широкой шкалы 
доз (от 10 до 1000%). Следует, однако, отметить, что В описывае- 
мой работе были исследованы главным образом большие дозы 
эстрогенов, что ие позволяло считать вопрос окончательно решен- 


ЫТ нтересно, что в опытах Алова (1957а, 6) эстрон оказывал 
тормозящее действие на митозы в эпителии семенных пузырьков 
и простаты У мышей. К сожалению, в работе отсутствуют точные 
указания на дозы и сроки исследования, что меклнжг я 
аость сопоставления этих данных © результатами други авторов. 
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Между тем Аллен (1. М. АПеп, 1955, 1956, и др.), работы кото- 
рого упоминались нами раньше, наблюдал увеличение миготиче- 
ской активности в эпителии семенных пузырьков уже через 
18 час. после однократной инъекции мышам 16у эстрадиола с 
максимумом делений через 54 часа и менее выраженное повыше- 
ние митотического индекса в эпителии простаты через 72 часа 
после введения гормона; стимулирующий эффект эстрадиола со- 
хранялся дольше, чем при введении мышам той же дозы андро- 
генного стимулятора — тестостерона. На митозы в эпидермисе 
уха оба гормона оказывали стимулирующее действие, но латент- 
ный период действия эстрадиола был значительно короче (6 час.) 
по сравнению с тестостероном (18 час.). О стимулирующем дей- 
ствии эстрадиола на митотическую активность эпителия семен- 
ных пузырьков крыс еще раньше сообщала Буркхарт (ВигКВагё, 
1942); максимум делений в ее опытах наблюдался, как иу Алле- 
на, через 55 час. после однократного введения гормона. 

Зависимость митотического индекса от дозы эстрогена из- 
Учал также Тайс (Т1се, 1961), выбравший в качестве объекта эпи- 
телий матки мыши. Используя более физиологические дозы гор- 
мона (от 0,00025 до 250% эстрадиола при однократном введении 
и забое животных через 24 часа после воздействия гормоном и 
через 4 часа после введения колхицина) и увеличивая их каждый 
раз на порядок, Тайс наблюдал близкую к линейной зависимость 
между эффектом (увеличение митотического индекса) и дозой 
лишь на небольшом отрезке кривой (в пределах 0,00025—0,025у). 
Затем следовал крутой подъем, и митотический индекс достигал 
максимума при дозах 0,25—1у. Большие дозы эстрадиола также 
оказывали стимулирующее действие на митотическую активность 
эпителия матки, однако в меньшей степени, чем дозы 0,25— 1%, 
и кривая постепенно начинала опускаться, сохраняясь, однако, 
на достаточно высоком уровне по сравнению с контролем, и при 
самой большой дозе — 250у. Таким образом, следует признать, 
что прямая зависимость между дозой вводимых эстрогенов и уве- 
личением митотической активности ткани, по-видимому, суще- 
ствует лишь в ограниченных пределах и может оыть выявлена 
только при использовании небольших доз гормона. Стоун 
(С. М. З!юпе, 1962) подтвердил данные Тайса, показав, что дозы 
1 и 10у эстрадиола действуют одинаковым образом на матку мы- 
шей. Суонн считает это одним из доказательств индуктивного ха- 
рактера действия эстрогенов на митоз. А 

Из сказанного не вытекает, разумеется, что в данном случае 
перестает действовать «закон двухфазного ответа» («закон доз»), 
согласно которому малые дозы вещества стимулируют, а боль- 
шие угнетают течение процесса. Известно, что существуют ток- 
сические дозы эстрогенов, подавляющие клеточное же т 
уЙго (см. МеКегпз её а|., 1958; МсКегпз, 196За, Ъ, с; Тгоор а. — 
запга, 1962). В то же время при использовании физиологически 
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концентраций горы а 
ляции деления ое ня еее: 
доза отсутствует. Интересно ни а море эффект — 
генов не оказывают ори а. ольшие дозы эстро- 
ш \!уо (Рецегззоп, 1962). Причин пение 25722 > 
зубыетрый ве тиболизы . Пр ой этого является, по-видимо- 
окавываюта ь эстрогенов и то, что продукты их обмена 
ее ” раков «эстрогенными» по биологическому действию 
о . 
ее лах одной и той же ткани обладают оди- 
у ительностью к эстрогенам. Сопоставив ряд экспе- 
све? а данных из области эндокринологии и эмбриологии, 
а пы ывакени ох: < разброс чув- 
: де: х клеток к эстрогенам в органах-мишенях 
очень близок к распределению чувствительности клеток к индук- 
тивному стимулу в эмбриогенезе. 

Лагучев на основании собственных наблюдений по изменению 
митотического индекса (Лагучев, 1962; Лагучев и Каргина-Те- 
рентьева, 1963) располагает эпителии органов воспроизводящей 
системы по чувствительности их клеток к эстрогенам в следую- 
цем порядке: матка (эпителий желез) — матка (эпителий поло- 
сти) — влагалище — молочные железы. 

Гипертрофия клеток. Увеличение размеров клеток при дейст- 
вии эстрогенов на специфические по отношению к ним органы 
было описано очень давно и является одним из основных крите- 
риев активности гормона. Однако количественные исследования 
в этом направлении немногочисленны, а параллельному изуче- 
нию гипертрофии и митотической активности клеток при дей- 
ствии эстрогенов посвящены лишь единичные работы. 

При исследовании яичников беременных крыс Бассет (Ваз- 
зе{, 1949) обнаружил, что прирост числа митозов не покрывает 
увеличения объема желтых тел. Проведя кариометрические, ци- 
тофотометрические и тисторадиографические измерения, Гелфант 
и Клеммонс (@еНапй а. Сепипопз, 1955) показали, что введение 
крысам в возрасте одного месяца 0,1 \ 17В-эстрадиола (три 
инъекции с интервалами в 94 часа) вызывает двукратное увели- 
чение объема ядер в эпителии маточных желез и трехкратное —_ 
в эпителии, выстилающем полость матки. Содержание 

этом постоянным. Авторы ‘предположи- 
на ядро оставалось при  вуковая 
ли, что ответственной за гипертрофию ядер ВЯ Г 
фракция негистонного характера, содержание ое и. 
вается при удвоении объема ядра и утраивается ри у 
чении в три раза. 

В следующей р 


аботе (@еЦап\, Меуег, а. В!з, 1955) некоторым 
животным параллельно с 17В-эстрадиолом (те же условия в03- 


йствия, что и В предыдущей работе) вводили вещества, явля- 
Жо иеся ингибиторами митотического деления — аминоптерин и 
азоунетнй аналог иприта. Оба соединения полностью подавляли 
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увеличение веса матки, вызываемое эстрадиолом, и значи- 
тельно снижали митотический индекс во всех отделах органа 
(эпителий желез и полости, соединительнотканная строма, мыш- 
цы); толщина миометрия и стромы оставалась почти без изме- 
нений, и матка в целом выглядела, как у кастрированных живот- 
ных. Однако высота эпителия, выстилающего полость матки, 
возрастала под влиянием эстрадиола, невзирая на то, что деле- 
ние клеток было подавлено ингибитором. Точно так же увели- 
чивались размеры ядер и ядрышек. 

Таким образом, было показано, что гипертрофия клеток эпи- 
телия матки под влиянием эстрогенов может происходить неза- 
висимо от вызываемой ими гиперплазии, то есть митотического 
деления, и что, следовательно, эти два процесса регулируются 
с помощью различных механизмов. 

Аминоптерин является антагонистом фолиевой кислоты — 
метаболита, выполняющего важную функцию в синтезе пред- 
шественников ДНК, и можно было думать, что его тормозящее 
действие на митоз связано с ‘прекращением или замедлением 
синтеза ДНК. Это было подтверждено в опытах с введением 
животным одновременно эстрадиола, аминоптерина и фактора 
цитроворум — биологически активной формы фолиевой кисло- 
ты; в этих условиях понижения митотического индекса не про- 
исходило. 

Поскольку аминоптерин не препятствовал, как было сказано 
выше, проявлению действия эстрадиола на гипертрофию клеток, 
Гелфант, Мейер и Рис пришли к выводу о том, что последняя 
регулируется механизмами, отличными от механизмов регуля- 
ции не только деления клеток, но и синтеза ДНК. Тем самым 
они частично подтвердили данные предыдущей работы (ЧеНапЁ 
а. Сетитопз, 1955), не возвращаясь, однако, к вопросу о значе- 
нии белковой фракции, связанной с вызываемой эстрогенами 
гипертрофией клеток. Этот вопрос вновь начал исследовать не- 
сколько лет спустя Мюллер (МиеЙег её а|., 1958), высказавший 
на основании своих данных новые плодотворные идеи о первич- 
ных механизмах действия эстрогенов на клеточный метаболизм 
(см. раздел 3 гл. УП. 

Из приведенных работ следует, что эстрогены влияют на рост 
матки как путем гиперплазии, так и путем гипертрофии клеток, 
не связанной непосредственно с их размножением и, возможно, 
регулируемой другими механизмами. К тому же заключению 
приходят Броди и сотрудники (Вгоду, 1958; Вгоду, а. М'езйтап, 
1960; Вго4у а. Мах, 1961), показавшие, что в матке крыс, 
стимулированной эстрадиолом, фаза гипертрофии предшествует 
не только размножению клеток, но и синтезу ДНК; в фазе ги- 
пертрофии происходит нарастание активности ДНК-азы, опере- 
жающее по времени синтез ДНК и РНК. В настоящее время 
известно (Загкаг ей а|., 1963), что для начала синтеза нуклеи- 
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инъекций го] 
вании В это 
БуегеН, 1959 

Условия 
угнетения м 
эстрогенов ( 
центрации и 
зовались фи 


новых кислот в клетк б 
авы ны ее определенная концентрация 
к Е Я рак 

они ом. функционирование отдельных участ- 


Интерес 
но, что 
‚ В отличие от данных по изменению митоти- 


ческого индекса т ) э она на матк 
- ри деиству 
( - ) ИИ разных доз ст] ку 


к наблюдал й 
объема профазных ядер с ть ине 


56 1). Нео ьа я еличением дозы гормона (от 0,1 до 
характер зависимости гиперплазии и ги- 


пертрофии клеток й 
о различии ами Бен = ЗАО — 

Действие повторных р не 
{оцой, 1946) Е екций эстрогена. Буллоу (№. $. Ви- 

сп, показал, что при повторном введени 25 
эстрона с интервалами в 12 час. максимальное ре" = 
тотического индекса в эпителии матки ме иы ри к 
и двух инъекций гормона, а затем число клеточных ее 9 
дает почти до нуля, сохраняясь на низком уровне и в дальней- 
шем (всего было сделано 6 инъекций). Гелфант, Мейер и Рис 
(аеНапф, Меуег а. Е15, 1955) отмечают, что митотический индекс 
ео *= 
(19596) ен е трех инъекций. В опытах Лагучева 

5) ми еская активность эпителия молочных желез у 
мышей повышалась при ежедневном введении 2,5 у эстрона в 
течение восьми дней, но значительно уменьшалась после десяти 
инъекций гормона. Сходная картина наблюдалась при исследо- 
вании в этом плане и действия других гормонов (За\муег а. 
Еуегей, 1959; Вто\ите её а1., 1961, и др). 

Условия проведения опытов не позволяют считать ‘причиной 
угнетения митотической активности при повторном введении 
эстрогенов (как и других гормонов) чрезмерное повышение кон- 
центрации их в организме. Во всех приведенных работах исполь- 
зовались физиологические дозы гормонов, суммарная концент- 
рация которых в конце эксперимента не превышала дозу, вызы- 
вающую при однократном введении стимуляцию клеточного 
деления в том же органе (например, в опытах Гелфанта и др.). 
По-видимому, в данном случае начинают действовать механиз- 
мы авторегуляции, приводящие к стабилизации процесса (ем. 
гл. 1, раздел. 2). По данным Браунинга и др- (Вгомииия её а!., 
1961), существует томеостатический механизм, регулирующий 
вес органов кастрированного животного при увеличении дозы 

остерона. 
рн Р ведения гормона вступает в силу «правило 
исходного состояния», согласно которому различные факторы 
стимулируют какую-либо функцию при пониженной ‘ее не 
женности и тормозят — при повышенной. Так, например, В- 
эстрадиол, тестостерон и кортизон увеличивают активность гек- 
сокиназы в клетках асцитного рака Эрлиха при исходно ВеНИННо, 
активности фермента и подавляют ее при исходной высокой 


95. 


активности (ПигзеВег! и. Рго]ап, 1962). Таким образом, можно 
думать, что торможение деления клеток при повторном введе- 
нии эстрогенов представляет собой одно из проявлений действия 
механизмов, обеспечивающих процессы авторегуляции в живом | 
организме. 


3. ДЕЙСТВИЕ ЭСТРОГЕНОВ НА ДЕЛЕНИЕ КЛЕТОК В ОРГАНАХ, 
НЕ ОТНОСЯЩИХСЯ К КАТЕГОРИИ ОРГАНОВ-МИШЕНЕЙ | 


Как уже говорилось в начале настоящего раздела, эстрогены 
могут оказывать стимулирующее влияние на деление клеток и в 
некоторых органах, не имеющих отношения к воспроизводящей 
системе. Лучше всего в этом плане исследован эпидермис мыши. 

Первые данные о стимулирующем действии эстрогенов на 
митотическую активность эпидермиса кожи спины у мышей были 
получены в работах Буллоу и сотрудников (\\. $. ВиПоцей, 1946; 
1950а, Ъ; Н. Е. ВиПонор, 1947; \. 5. ВиПоце| а. уап Оогаф, 1950, 

и др.), показавших, что подкожное введение животным 95 у эст- 
рона вызывает увеличение числа митозов в эпидермисе в 2,5 
раза, а повторное введение через 12 час. той же дозы гормона 
повышает митотический ‘индекс в 5 раз. Однако продолжаю- 
щиеся инъекции эстрона (6 и более) приводят к угнетению ми- 


тотической активности в эпидермисе и падению ее ниже исход- 
ного уровня, подобно тому, как это происходит в эпителии матки 
и молочных желез, то есть в органах-мишенях. По-видимому, 
именно это обстоятельство и послужило главным образом при- 
чиной противоречивых данных о действии эстрогенов на деление 
клеток в эпидермисе и некоторых других органах. 

Так, Хукер и Пфейфер (НоокКег а. РуеШег, 1943), сообщившие 
о тормозящем действии эстрадиол-бензоата на рост эпидермиса 
кожи спины и сальных желез у мышей, производили инъекции 
гормона дважды в неделю в течение длительного времени. При : 
продолжительном введении мышам эстрона Буллоу (Н. Е. Ви|- 
1оца|, 1947) наблюдала снижение митотического индекса не 
только в эпидермисе, но и в эпителии волосяных фолликулов. 
Исследовав действие 25 у эстрона на деление клеток в эпидер- Я 
мисе и в эпителии пищевода, двенадцатиперстной кишки и моче- у 
точника молодых крыс, Картер (Сакег, 1953) пришла к заклю- р 
чению, что ее данные не подтверждают представлении Буллоу 
о стимулирующем действии эстрогенов на митотическую актив- 
ность в организме. Однако в опытах Картер животным произво- 
дили до забоя пять последовательных инъекций эстрона с = 
тервалом в 12 час., иначе говоря, введение гормона во ть 
опытах было длительным и, следовательно, эффект стимуляци 
мог остаться незамеченным. Вывод о том, что митозы в эпидер- 

иствию эстрогенов, 

мисе и ‘сальных железах не подвержены дейс а 
был сделан также Эблингом (ЕБИте, 1955), которы 
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категории 
действия 9 
каждом сл: 
ных сроков 
ном введен 


вал преимуществен т 
эстрона (17—29 Е Ре 
вводили в течение ух а. - опытах Эблинга, где эстрон 
увеличилось в полтора мы к органах число митозов 
. Как уже сообщалось, Аллен 
получил четкий эффект эстро- 
леток в эпидермисе уха мыши. 
ка и роговиаы ры и митозов в эпителии язы- 
эстрона, в то время как и о о 
двукратное введение 2,5, 10 и 30 у 
эстрона не оказывало действия на митотическ 
а ую активность 
этих органов. На деление клеток в эпителии крип 
перстной кишки эст ‹ . р Е 
строн вообще не оказывал влияния. 

Возможно, что в опытах Алова, как и в работе Картер, подъ- 
ем числа митозов в исследованных органах происходил раньше 
выбранных сроков фиксации материала и поэтому не мог быть 
обнаружен в условиях проводимых экспериментов. В литературе 
имеются данные о стимулирующем действии эстрогенов на ле- 
ление клеток в эпителии кишечника и лимфоузлов морской 
свинки (Вгаиспвага&, 1953). 

Резюмируя все сказанное, можно сделать заключение, что 
эстрогены способны стимулировать митотическую активность 
как в эпидермисе, так и в других органах, не относящихся К 
категории органов-мишеней. Для решения вопроса о характере 
действия эстрогенов на деление клеток того или иного органа в 
каждом случае необходимы исследования с применением дроб- 
ных сроков фиксации материала при одновременном и повтор- 
ном введении гормона. До настоящего времени нет доказа- 
тельств первичного тормозящего действия Е А доз 
эстрогенов на митотическую активность 1 \1У0- Вопрос а 
сутствии влияния эстрогенов на деление клеток в ре ы 
в силу указанных причин также остается открытым. и Е 
введение эстрогенов приводит К. УГНЕТОВИЮ ея ОЕ 
ности и в органах, не ОО м а итаь 
ней. Следовательно, Это свойство РДораиОе . МЕНЕЕ 
общей особенностью их воздейств 


ческий режим организма. 


(1. М. АПеп, 1955, 1956, и др.) 


генной стимуляции деления к 
Алов (19576) 


д. ДЕЙСТВИЕ ЭСТРОГЕНОВ НА ДЕЛЕНИЕ КЛЕТОК 
в УСЛОВИЯХ ИНКУБАЦИИ ОРГАНОВ 


›и инку р с : й дель- 
п бации органов мишеней в целом виде или от 

' ет: 
ку очками специфичность их реакции на гормон в течение 
НЫМИ (5 


храняется. 
т ре. С Меший ‚ 1959) добавление эстрадиола В 
опытах 


ль кусочками эн- 
ми в 
ьтивируем находившегося 
еду и кролика, извлеченны 


лез и 
в состоянии ложной беременности, ы 
7о. И. Епифанова 


изменение морфологии эпителиальных клеток, эстрадиол в соче- 
тании с прогестероном стимулировал ‘клеточное размножение. 
Эверетт (17. Еуеген, 1962, 1963), инкубируя в течение 6. дней 
матку морской свинки по разработанному ею методу, наблюда- 
ла увеличение числа митозов в эпителии и соединительнотканной 
строме органа при добавлении в среду эстрогенов в концентра- 
ции 1 у/мл. При этом эстрон вызывал наибольший стимулирую- 
щий эффект, за ним следовал эстрадиол и далее эстриол. 
Биггерс и др. (В!сзегз её а|., 1956) описали типичную кар- 
тину морфогенетических изменений влагалища мыши при до- 
бавлении в среду для инкубации 3,9Ж10-6—7,8Х 10-8 у/мл 
эстрона. Инкубируя в присутствии эстрадиола (5% 10-“ М) мо- 
лочную железу мыши в течение 10—14 дней, Лафарг (Т.азфаг- 
сцез, 1960) обнаружил характерную гормональную стимуляцию 
эпителия. Сопоставление реакции нормальной и раковой ткани 
молочной железы мыши на эстрон (0,2 у/мл) в условиях 5-днев- 
ной инкубации выявило следующую зависимость между степенью 
малигнизации ткани и ее ответом на стимулирующее действие 
гормона: лучше всего реагировала на гормон ткань нормальной 
железы, в меньшей степени — ткань в состоянии предрака, еще 
меньше — неопластическая ткань (ЕШаз а. Е!уега, 1959). 

Применение больших концентраций стероидных гормонов 
оказывает токсический эффект на клетки инкубируемых органов 
(Рег пап её а|., 1962). При инкубации в присутствии 6,6 у/мл 
эстрадиола кусочков опухолей грудной железы, взятых у паци- 
ентов, которым предварительно вводили гормоны, в 21% случаев 
наблюдалось подавление роста опухолей и включения в белки 
С!4-лейцина. Тестостерон оказывал подобное действие в 68%, 
случаев. Ни в одном из эксплантатов не было отмечено стиму- 
ляции роста (Неизоп а. Геотоз, 1963). 

Приведенные работы позволяют считать, что инкубация ор- 
ганов-мишеней является одним из возможных способов количе- 
ственного изучения действия эстрогенов на процессы пролифе- 
рации. Принимая во внимание большой латентный период, пред- 
шествующий подъему числа митозов при эстрогеннон стимуля- 
ции органов-мишеней, желательно проводить исследования в Ус- 
ловиях относительно длительной инкубации органа. Особое 
внимание следует обращать на концентрацию эстрогенов в сре- 
де, поскольку разрыв между физиологическими и токсическими 
дозами гормонов в условиях инкубации органов, по-видимому, 
сокращается. 

Начало изучения действия эстрог 
инкубации органов, не являющихся ор м 
сится к более раннему периоду и связано с разработкой в лабо- 
ратории Буллоу ‘метода инкубации кусочков уха мыши 
(У. $. ВиЙоией а. М. Лобпзоп, 19516), о котором шла речь в 
предыдущей главе. 
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енов на деление клеток при 
ганами-мишенями, отно- 


ктозы, 
что эстро! 
вации вял‹ 
счете пр! 
(\. $. В 

Предел 
фанта (© 
опытах с 
СимоСть м 
никающи; 


В опытах Бул 
5 час. Буллоу исх 
возникшие в ма 
материала, до 
бации. Поэто 


лоу инкуб 
одил из и продолжалась всего 
лЬшигиевом слое эпи я о том, что все митозы, 
лжны завершиться вт с р в 
му через | час посл ечение первого часа инку- 
лял в среду колхицин, останав. е начала опыта Буллоу добав- 
после чего инкубация т митозы в метафазе, 
ставляли собственно Сбер, еще 4 часа, которые и с0- 
опыта, воздействиям в этот м вы р 
В МИЗСЕИ. гут подвергаться только 
омо | 
1953. о метода Буллоу (\’. $. ВиЦоиеВ, 
| ружил, что эстрогены способны стимулировать 
ве активность в эпидермисе только в присутствии 
Ой ин. он предполагал, является основным ис- 
 Посков ИХ а деления клеток (см. предыдущую главу). 
уровень митотической активности дости- 
гался и в отсутствие эстрогенов, но при добавлении в среду 
фруктозы, лактата или пирувата, Буллоу пришел к заключению, 
что эстрогены стимулируют митозы в эпидермисе путем акти- 
вации вяло протекающей глюкокиназной реакции, что в конечном 
счете приводит к усилению притока энергии в «антефазе» 
(\. $. ВиЙоивВ, 1955Ъ, и др.). 

Представления Буллоу подверглись критике со стороны Гел- 
фанта (@еНапф, 1959а, Б, 1960а, Ъ, с, 4, и др.), обнаружившего в 
опытах с инкубацией эпидермиса уха мыши, что прямая зави“ 
симость между кислородным напряжением среды и числом воз- 
никающих митозов имеет место при добавлении к среде глюкозы 
только в концентрации 0.02 М, которой пользовался И Буллоу. 
Однако эта концентрация не является, по данным Гелфанта, 
оптимальной для протекания митозов в Условиях инкубации, 
поскольку наиболее высокий митотический индекс В иде 
наблюдается при добавлении глюкозы в концентрации 0, 5 
На основании этого Гелфант подвергает сомнению всю пай 
утилизации глюкозы как энергетического источника, и 
теория базируется, по его мнению, на данных, полученны? у 

ыта. Добавление В среду гормонов 
оптимальных усло стостерона и АКТГ) не 
(эстрона, эстрадиола, на деление 
оказывало в опытах Гелфанта За (10-7 М) 
клеток в эпидермисе; в то ке ВРЕМЯ 
солей металлов, присутствующих в Ви 


“особно было само 
тормонов, спосо } ети 
Вет протекание митозот. КО 


вали некоторые не используемые в тканях млекопитающих са- 


оза и ксилоза. 
у арабиноза риб т 
хер ет * копериментальных исследований Гелфант 
итог 
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тает сомнению всю ла 
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Тальной проверки. Он предлагает отказаться от традиционного, 
по его выражению (19604), взгляда на тлюкозу как на энерге- 
тический метаболит и склонен приписать ее стимулирующее 
влияние на ‘митотическую активность эпидермиса участию в 
переносе специфических катионов или же действию на осмоти- 
ческие свойства клеток. Исходя из этого, Гелфант приходит к 
заключению, что в основе стимуляции или торможения митозов 
при добавлении гормонов в инкубационную среду лежат иные 
механизмы, чем те, по которым осуществляется регуляция деле- 
ния клеток в организме. 

Буллоу и Лоуренс (\. $. ВиИоцей а. Гацгепсе, 1961а) вы- 
ступили с резкой отповедью критике Гелфанта, найдя в его опы- 
тах ряд методических ошибок. Не вдаваясь в детали этой поле- 
мики, которая в различной форме продолжалась и в последую- 
щие годы (см. \. $. ВиЙоией, 1962а; @еНап, 1963а), следует 
вместе с тем отметить, что основное содержание критических 
статей Гелфанта составила лишь негативная сторона вопроса, 
без каких-либо соображений об усовершенствовании метода ин- 
кубации или о границах его применения для изучения гормо- 
нальной регуляции митоза. 

Между тем метод Буллоу послужил основой для разработки 
техники кратковременного инкубирования других органов: яич- 
ников (\\!еауег, 1959), глаз (Уткин, 1961; Уткин и др., 1961, 1962) 
и других, на модели которых многие данные Буллоу нашли под- 
тверждение; его метод был признан перспективным и полезным 
«для расшифровки факторов, контролирующих ход митоза, и для 
выяснения условий, определяющих его возникновение в клетке» 

(Уткин и др., 1961). К сожалению, в этих исследованиях не под- 
вергалось изучению действие на митоз гормонов, и поэтому 
вопрос о том, в какой мере можно моделировать механизмы 
гормональной регуляции деления клеток в организме в условиях 
кратковременной инкубации органа, остается открытым. 


5. ВОПРОС ОБ АНТИМИТОТИЧЕСКОМ ДЕЙСТВИИ ЭСТРОГЕНОВ 


Поиски в этом направлении были стимулированы успешным 
применением эстрогенов для лечения некоторых дисгормональ- 
ных опухолей. Возник вопрос о том, носит ли подавление роста 
опухолей при введении в организм эстрогенов вторичный харак- 
тер (нарушение функции гипофиза, «гормональная кастрация» 
ит. д.) или же возможно прямое тормозящее действие эстроге- 
нов на митоз. 
`В связи с этим были предприняты многочисленные исследо- 
вания действия природных и синтетических эстрогенов на дробя- 
щихся яйцах иглокожих и червей, на зародышах рыб и амфибий, 
а также в культуре тканей. Было показано, что добавление в 
среду эстрогенс? в концентрации 7х10-6—7ж10-5 М (что 


№ т 


происходящие 
вакуолей в ра 
явление хромс 


мМитозов, синц 


морских еже 
перенесении ; 
Большие кон 
клеток, 


соответствует 2—20 у/м/ 
ых о о митотическое деление у 
Огискгеу, 1938; Огискгеу её а! о (Гаде и. у. Е!ез, 1938; 
1961; Асгей а. Регззоп, 1956; ге 52; Астей, 1954, 1955а, Ь, 1957, 
червя ТибНех (Газспег и нь, а И: 
(Тбпаигу, 1944; Раны а Гебтапп, 1947), тритона 
(Тбпдигу, 1947) и рыбы Вгаспуа сНепк, 1950, и др.), аксолотля 
Лопез е{ а|., 1960, и др.), в = увалиозлето (НиНтап её а1., 1957; 
на (ВтсКепьасПег, 1956) 4 и диске куриного эмбрио- 
МоПепдогИ, 1939а, Ъ 1943: И фиброцитов кролика. (уоп 
1958, 1960 вы 945; игу а. Саотапиф, 1951; Саз1апи, 
Н и др.; Савфапий ей а|., 1959), фибробластов ‘мыши 
(уоп Наат а. Сарре!, 1940; КисШег её а|., 1962, 1963, и др.), 
иена в и др.) и человека (О22еПо, 1964), 
ег ат, 1961, 1962) пез, Р1апе| е{ а1., 1959, 1961, 1962; Р1апе 
Этими исследователями описаны характерные изменения, 
происходящие в клетках под влиянием эстрогенов: образование 
вакуолей в ранней метафазе, остановка движений хромосом, по- 
явление хромосомных аберраций, возникновение многополюсных 
митозов, синцитиев и т. д. Действие малых концентраций эстро- 
генов. как правило, обратимо. Так, например, дробление яиц 
морских ежей, остановленное эстрогенами, возобновляется при 
перенесении яиц в свежую морскую воду (Астей, 1954, и др.). 
Большие концентрации эстрогенов вызывают пикноз и гибель 
клеток. 
Токсический эффект, оказываемый эстрогенами, привел к 
тому, что их стали называть «митотическими ядами». уоп Мб|- 
\епдотЁ, 1939а, Би др.; Тейгё, 19435; Тебтапп 1947; Енедтапи е& 
а\., 1948; Пгискгеу ей а|., 1952, и др.), предположив, что они 
действуют на клетки как колхициноподбные, или статмокине- 
тические вещества, нарушая структуру веретена и звезд (Газспег 
и. Набег, 1945; Аотей, 1954, и др.). 
Дальнейшее изучение показало (Аогей, 1955а), что под влия- 
нием эстрогенов В клетках развивающихся яик морского ежа 
Рзапитесв! 1$ тИ1аг1з уменьшается количество ДНК; добавле- 
ние к среде ‘метаболитов ДНК снижает ингибирующий эффект. 
При этом действие эстрогена направлено в первую ок Е 
резерв цитоплазматической ДНК, которая расходуется по ер 
развития эмбриона. Когда последний начинает сие онать 
ДНК самостояте ительность его к эстрогена дает. 
Энергетический д влиянием эстрогенов, по- 
: метрические измерения не 

видимому, не нарушается; т 
ений со стороны комплекса актомиозин ша 
снимала действия эстрогенов на дробление. 
боте (Автей а. Регззоп, 1956) была предири- 
ировать характер влияния эстрогенов 
скорость диализа продуктов 
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нята попытка про 
(эстрадиола) на 


расщепления ДНК и ДНП (дезоксирибонуклеопротеидов), вы- 
деленных из спермы морского ежа, авторы пришли к заключе- 
нию, что эстрадиол разрывает связь между ДНК и белком гис- 
тонного типа, облегчая, таким образом, действие ДНК-азы на 
ДНК, присутствующую в цитоплазме в форме ДНП. Следствием 
расщепления эстрадиолом ДНП является уменьшение вязкости 
цитоплазмы, повышение содержания $Н-групп и как следствие — 
распад звезд и веретена. Поскольку продукты расщепления 
ДНК в присутствии ДНК-азы и эстрадиола становятся иными, 
чем при действии одной ДНК-азы, можно думать, что эстрадиол 
вызывает нарушение синтеза ядерной ДНК, а это в свою очередь 
приводит к появлению хромосомных аберраций. 

Опыты Агрелла в известной мере проливали свет на меха- 
низм действия большой группы так называемых гепариноподоб- 
ных веществ из яичников различных видов животных (морские 
звезды, ракообразные, рыбы, амфибии, птицы, млекопитающие), 
антимитотический эффект которых был открыт и изучен главным 
образом Гейльбруном и его школой (Рипп, 1953; НеЙЬгипп её 
а1., 1953, 1954, 1955, 1956, 1957; Тоз{езоп её а1., 1958, 1959, и др.). 
В опытах Гейльбруна и сотрудников было показано, что экстрак- 
ты из яичников угнетают дробление яиц кольчатого червя у 
Спаеюр{егиз регоатетасеиз, препятствуя повышению вязкости 
цитоплазмы во время митоза (эффект трансформации золя в 
тель), являющемуся, по Гейльбруну (НеЙЬгипи, 1956, и др.), не- 
обходимым условием деления клетки (см. гл. [, раздел 1). Вве- 
дение таких экстрактов мышам тормозило рост привитой опухо- 
ли Эрлиха ((НеИБгипп её а1., 1955, 1957, и др.), что послужило 
стимулом для дальнейшего изучения их действия. Однако не- 
однозначность результатов привела к тому, что это направле- 
ние исследований было постепенно оставлено. Кроме того, по- 
явилось много фактов, свидетельствовавших о том, что тормо- 
зящее действие эстрогенов на опухоли ш \М\о в большинстве 
случаев не является прямым. ; 

Исследования Агрелла по антимитотическому действию 
эстрогенов на дробление яиц иглокожих в течение ряда лет не 
пополнялись новыми данными. В основных сводках, посвящен- 
ных влиянию гормонов на ‘митоз (\. $. Виоией, 1955, 1962а; 
З\гапп, 1958), им отведено всего по нескольку строк. Суонн счи- 
тает затруднительной интерпретацию колхициноподобного дей- 
ствия эстрогенов на яйца иглокожих и допускает, что они могут 
оказывать простой наркотический эффект. И Буллоу, и Суонн 
высказывают предположение о том, что противоположные ре- 
зультаты, получаемые при действии эстрогенов 11 \1\о и т уЙго, 
обусловлены различием применяемых концентраций: ‘малые дозы 
тормона ш \уо стимулируют митотическое деление, большие Ш 
УЦго тормозят его. Такой же точки зрения придерживается Басс 
(Вазз, 1959). 
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сы, в Част 

Интере 
и сотрудн 
эстрон и ( 
подавляю 
центрации 
При этом 
ности кле 


Однако материа:; ь 
в опытах т в. ее: Е различными исследователями 
и кн" и в случае опытов т мо) 
Е нтрамиит вет роиноюу тах. па в прямую зависимость от кон- 
(Ватез еЕ 21. 1959, 1961 т пример, по данным Бима и Др. 
В | › , ), эстрадиол подавляет рост клеток 

нцентрациях от 0,2 до 50 у/мл; же 1 

в опытах Буллоу с инкубацией эп ти. 
ь среду ей ЕВ в Ща идермиса уха мыши добавление 
а рации 5 и 10 у/мл стимулировало 
мито ую активность. Подобное же влияние оказывают 
т УЦго и другие стероиды (Аэтей, 1954; ЗпейЙ а. Вазз 1960; 
р. З{опе, 1962; О. З4опе а. Капо, 1962; Агре!$ её а1., 1964). 

Сравнительно недавно (ЗоПеу её а1., 
об угнетающем действии эстрадиола на синтез ДНК в развива- 
ющихся яйцах Рзапитес из паг! были подтверждены на 
другом иглокожем — $\гопоуосепго&и$ ригригайиз. Проведя 
опыты с изучением включения в ДНК С\-глицина, авторы при- 
шли к выводу, что необходимая для дробления энергия направ- 


1962) данные Атрелла 


ляется под влиянием эстрогена на другие синтетические ‘процес- 
сы, в частности, на образование свободных аминокислот. 
Интересные результаты были получены в опытах Кюхлера 
и сотрудников (КисШег её а|., 1962, 1963), показавших, что с\- 
эстрон и С!-эстрадиол в концентрации 10-7—10-5 М полностью 
подавляют синтез ДНК и ‘белка в культуре Г-клеток, а при кон- 


центрации 3,5 10-5 М (10 у/мл) прекращается рост культуры. 
При этом наблюдалась быстрая абсорбщия тормонов на поверх- 
ности клеток. Добавление к среде лошадиной сыворотки сни- 
жало абсорбционные свойства эстрогенов, и для угнетения кле- 
точного деления нужны были большие дозы. Расчеты показали, 
что для полного подавления митоза требуется около 10° молекул 
эстрадиола на клетку. Авторы полагают, что В условиях прове- 
денных опытов проникновения эстрогенов в клетки практически 
не происходило и что они подавляли митотическое деление, бло- 
кируя транспорт субстратов. 

Заключая изложение материала по влиянию эстрогенов на 
деление клеток, можно предположить, что В основе их действия 
п \ хо, а также ительной инкубации органов 
1 Уго лежат и ‚ ри действии на культуры 
О кт СОН, жет собой про- 

ения яиц Ш я 
о угнет. гормонов на клетки и не 
имеет ничего общего с щего действия повтор- 
ных инъекций эстрогенов на митотическую Е 11 и 
обусловленным процессами, авторегуляции. Для ре = 1 
ния различных путей воздействия эстрогенов на д 


необходимо разобрать вопрос © механизмах рехуляция В © 


дельных звеньев клеточного метаболизма. 


Глава У!1. 


МЕХАНИЗМ ДЕЙСТВИЯ ЭСТРОГЕНОВ 
НА КЛЕТОЧНЫЙ МЕТАБОЛИЗМ 


Основной вопрос, который встает перед исследователями в 
этой области, заключается в следующем: каким образом эстро- 
гены изменяют весь тип метаболизма органов-мишеней в такой 
степени, что это приводит к их росту? 

В настоящее время существует несколько предположений © 
возможном механизме действия эстрогенов на клетку: 

1) эстрогены изменяют проницаемость клеточных оболочек; 

2) эстрогены взаимодействуют с ферментативными систе- 
мами; 

3) эстрогены контролируют активность генов. 


1. ДЕЙСТВИЕ ЭСТРОГЕНОВ НА ПРОНИЦАЕМОСТЬ КЛЕТКИ 


Действие эстрогенов на поверхность целой клетки. Наруше- 
ние проницаемости оболочки интактной клетки, по-видимому, 
нельзя рассматривать как основной и тем более единственный 
способ действия гормона, так как в этом случае все исследова- 
ния Ш уЙго, в которых бывает нарушена целость клеток, никог- 
да не воспроизводили бы основных эффектов, получаемых т 
Уу0. Однако известны случаи такого способа действия гормо- 
нов. Проявлением его ‘можно считать влияние гормонов на пино- 
цитоз — один из механиьмов транспорта метаболитов через кле- 
точную мембрану. Вейсс (1.. \\Ме!з$, 1961) полагает, что таким 
образом могут действовать и стероидные гормоны, но при этом 
он подчеркивает, что вопрос о конкретном механизме их влия- 
ния на пиноцитоз в различных тканях пока не может быть даже 
поставлен на обсуждение. В этом направлении нужно накапли- 
вать фактический материал. К тому же пиноцитоз отнюдь не яв- 
ляется универсальным механизмом проникновения веществ в 
клетки (см. Зеленин, 1962; Лагучев и др., 1962; МА Меюта, 1963). 

Действие эстрогенов на мембраны цитоплазматических орга- 
нелл. Изменение проницаемости оболочек отдельных внутрикле- 
точных структур, например митохондрий, является, как считает 
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же он ВЫЗЫ 
пока звучит. 
(Мие[ег её 
няется мигр 
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было данны! 
о том, что : 


Энгель (Епо@, 1961 у 
клетку стероидов А и Та. 
как поверхностно активные о ов), которые известны 
сродства по отношению к вн - я с сильной степенью 
(\УШ тег, 1961) связы, < утриклеточным ‘барьерам. Уилмер 
прочих стероидов И Рай пы 
: ы с их влиянием на свойства 
внутриклеточных мембран. Особое значение Уилмер придает кон- 
цевым группам стероидных тормонов, при ‹ и 
С: по мнению Уилм ‚ присоединенным к Сз и 
то ера, эти группы облегчают проникновение 
ры ра в фосфолипидный монослой ‘мембран (см. так- 
— ке. 1961). Прямых доказательств в поль- 
5 ) ложений пока не получено. 

Предположения о механизмах действия эстрогенов на про- 
ницаемость клеток. Если даже признать в качестве основного 
способа регуляции эстрогенами метаболизма клеток изменение 
проницаемости, то это не решает вопроса о механизмах подоб- 
ной регуляции. Остается неизвестным, взаимодействует ли при 
этом гормон с какой-либо системой, ответственной за поддер- 
жание барьера, влияя таким путем на поверхность клетки, или 
же он вызывает изменения физических свойств мембран, что 
пока звучит довольно неопределенно (Епое!, 1961). Мюллер и др- 
(МцеЦег её а|., 1958) полагают, что во втором случае затруд- 
няется миграция энергии через барьер в плане представлений 
Сент-Дьердьи (З2еп{-@убгвУй, 1957), однако какие бы то ни 
было данные по этому поводу отсутствуют. Существует мнение 
о том, что эстрогены повышают ‘проницаемость клеток матки, 
вызывая локальное освобождение тистамина (Зраат, З2есо, 
1958, 1959; Зралат, 1963а, Ъ; см. также обзор Кальсона — 
КаН!зоп, 1962), однако эта точка зрения встречает возраже- 
ния других авторов (Мие[Пег, 1960), считающих, что В описы- 
ваемых опытах гистамин оказывал токсическое действие на 
клетки. В заключение этого раздела следует сказать, что по- 
скольку клеточная проницаемость является важным фактором 
клеточной активност дооценивать возможность дей- 

вой ‹ нельзя (м. НесШЩег, 
ствия гормонов на икона И 
1957. 1960; Несщег , ь ию Кар Г 
оп, 1963а), таким образом можно полностью объяснить способ- 

: ‘повать транспорт сахаров, а также мно- 
ность инсулина регулир р Однако попыт- 

ны действия тироксина на митохондрии. Одна т 

ый механизм действия ДлЯ эстрогенов дали 

льтат (НаКегэюп и др., 1960). Кроме того, 

мости все еще ждут физической и биохими- 

феноме и молекулярная природа их до сих пор 

ие изменение проницаемости можно рассмат- 

неясна. П н из аспектов гормональной регуляцин 

ривать, лит А оцесс основным механизмом дей- 
метаболизма, не счи  Нестег 1961). 

ствия гормонов на клетку (см. Неситег, нЕ 


2. ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ ЭСТРОГЕНОВ 
С ФЕРМЕНТАТИВНЫМИ СИСТЕМАМИ 


Общие принципы взаимодействия гормонов с ферментами. 
Вопросу о ферментативных реакциях, обусловливающих харак- 
тер действия эстрогенов, посвящено, пожалий, наибольшее ко- 
личество исследований из области биохимии стероидных гормо- 
нов. Попытки установить природу специфичности действия 
эстрогенов на органы-мишени направлены на решение главным 
образом этого вопроса. Не случайно поэтому он является пред- 
метом постоянных дискуссий на крупных симпозиумах и кон- 
ференциях последних лет. 

Кроме уже упоминавшейся конференции в Массачусетсе, 
можно назвать Лондонский симпозиум по изучению роли кле- 
точных механизмов в выработке и действии гормонов (1960), 
традиционные ежегодные конференции в Канаде, посвященные 
гормонам (1960—1963), и др. 

Основная особенность, создающая трудности в изучении во- 
проса о взаимодействии эстрогенов с ферментами, заключается 
в способности этих гормонов вызывать в органах-мишенях та- 
кой обширный круг биохимических изменений, который не позво- 
ляет сразу идентифицировать первичную реакцию. И все же, 
если представить себе, что каждый тип ткани характеризуется 
определенным набором ферментов, вполне оправданными ста- 
новятся ‘попытки найти ту критическую ключевую реакцию и 
катализирующий ее фермент, которые являются особо чувстви- 
тельными к действию эстрогенов. 

На выяснение этого вопроса вот уже в течение восьми лет на- 
правлены усилия двух крупных биохимических лабораторий, 
руководимых Вилли и Талалаем, в Гарвардском и Чикагском 
университетах (США). 

В большей части ферментативных систем обнаружены сле- 
дующие компоненты (рис. 14): 1) собственно фермент (белок); 
2) кофермент, кофакторы и активаторы; 3) субстраты и продук- 
ты. Гормон может действовать на ферментативную систему, из- 
меняя количество или активность фермента (белка) или же из- 
меняя его восприимчивость к одному из кофакторов или суб- 
стратов. Исходя из этого, Вилли (УШее, 1962) называет несколь- 
ко возможных ‘механизмов взаимодействия гормонов с фермен- 
тами. 

А. Гормон может изменять скорость образования новых мо- 
лекул фермента из его ‘более простых предшественников, спо- 
собствуя увеличению числа активных молекул фермента на еди- 
ницу массы ткани, а тем самым и повышению общей фермента- 
тивной активности системы. В подтверждение возможности та- 
кого механизма Вилли приводит данные Нокса и Ауэрбаха 
(Кпох а. АцегБасН, 1955) показавших, что количество трипто- 
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Рис. 14. Гипотетическая поверхность фермента 
(МиеПег еЁ а!., 1958) 


Ко — кофермент; С— активированные молекулы суб- 
страта; и П’— молекулы продуктов 


Б. Гормон может изменять активность уже существующей 
молекулы белка, превращая фермент из неактивной формы в ак- 
тивную. Это положение является теоретической основой пред- 
ставлений Вилли и его школы о механизме действия эстрогенов 
на клетку. ‘ 

В. Гормон может непосредственно вовлекаться в качестве ко- 
фермента или кофактора в реакцию, катализируемую фермен- 
том. Другими словами, физиологическое действие гормона на- 
правлено на такие реакции, участвуя в которых, он и сам под- 
вергается изменениям. В этой концепции, развиваемой главным 
образом школой Талалая (Та!а1ау, 1957, и др.), проявление фи- 
зиологического действия эстрогенов и их метаболизм рассмат- 
риваются как две стороны одного и того же процесса. 

Г. Гормон может конкурировать © одним из кофакторов за 
определенное место в молекуле фермента и тем о подав- 
лять общую активность ферментативной системы. Имеются дан- 
ные о том, что подобным образом может в некоторых случаях 
действовать тироксин (Мое а. Ва!, 1957), эстрогены же в этом 


плане исследованы не были. р 
Не исключено, что один и тот же гормон В определенных ус 
ловиях может осуществлять свое действие несколькими путями 


Ше 62; Лепзеп, 1962, и др.) . ь 
ы нее время по вопросу © ‘механизме реакции эстро- 
я главным образом взгляды Вил- 
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м двух направлений. Каков же экспериментальный материал, ле- 
жащий в основе предлагаемых концепций? 

Представления школы Вилли. Еще в 1955 году Вилли (УШее, 
1955) обнаружил, что эстрадиол и другие эстрогены стимулиру- 
ют дегидрогеназу изолимонной кислоты плаценты человека, ин- 
кубируемой в присутствии окисленной формы трифосфопиридин- 
нуклеотида (ТИН). Реакция протекает в две фазы с образова- 
нием восстановленного ' дифосфопиридиннуклеотида (ДИН-Н): 


Изолимонная кислота--ТПН+-а — кетоглутаровая кисло- 
та+СО›+ТПН=Н+Н++С0.+ТПН=Н+Н+ (1) 


ТПН = Н + ДПН*-> ТПН*+ -- ДПН = Н. {2) 


Этот феномен был многократно воспроизведен в лаборато- 
рии Вилли. Чувствительная к эстрогенам дегидрогеназа изоли- 
монной кислоты была найдена в ряде органов-мишеней: эндомет- 
рии, молочной железе и гипофизе и не была обнаружена в пече- 
ни, сердце, легких, почках и головном мозгу человека (@ог4оп 
а. УШее, 1955; УШее а. Сог4оп, 1955; Насегтап а. УШее, 1957; 
\УшШее а. Навегтап, 1957). Однако в дальнейшем оказалось, что 
чувствительной к эстрогенам системой является не дегидрогена- 
за изолимонной кислоты, а трансгидрогеназа пиридиннуклеоти- 
дов, катализирующая реакцию переноса водорода от ТПН-Н к 
ДПН (УШее а. Насегтап, 1958; УШее, 1959 а, Ь). Первоначаль- 
но же описанная чувствительная к эстрогенам дегидрогеназа 
изолимонной кислоты оказалась ферментным комплексом, со- 
стоящим из обычной дегидрогеназы изолимонной кислоты, реа- 
гирующей с ТПН, и чувствительной к эстрогенам трансгидро- 
геназы. 

Анализ результатов работ по изучению действия эстрогенов 
на отдельные реакции внутриклеточного метаболизма привел 
Вилли к заключению, что они стимулируют в органах-мишенях 
самые различные ферментативные системы (С\егте а. Хагго\, 
1958; Г.еопага, 1958; Коза а. УеЙаг4о, 1959 а, В, и др.). Трудно 
представить себе, что гормон активирует каждыи фермент в от- 
дельности. Гораздо логичнее предположить, что эстрогены <тн- 
мулируют одну ключевую реакцию, в результате которои обра- 
зуется соединение, участвующее (требуемое) во всех фермента- 


1 В последнее время проведено упорядочение бнохимической номенклату- 
ры (см. «Классификация и номенклатура ферментов». М. ИЛ, 1962) и для 
пиридиннуклеотидов предложены новые наименования. Так, например, дифос- 
фопиридиннуклеотил (ДПН) обозначается как никотинамид-аденин-динуклео- 
тид (НАД) и т. д. Однако многие авторы, в том числе Вилли и Талалай, три. 
держиваются пока прежних наименований, которые будут сохранены в текс 
для удобства изложения. 
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Рис. 15. Схема, иллюстрирующая ключевую роль 
трансгидрогеназной реакции в образовании энергии 
(УШее, 1962) 


тивных реакциях. Так Вилли приходит к своей основной гипоте- 
зе, что первичным действием эстрогенов на клетку является 
активация ими трансгидрогеназной реакции, в которой йоны во- 
дорода переносятся от восстановленного ТПН-Н к ДПН. Резуль- 
татом повышения активности трансгидрогеназы является 0сво- 
бождение в единицу времени больших количеств энергии (в фор- 
ме макроэргических фосфатов или тиоэфиров), которая может 
быть использована в биологических системах. Это в свою оче- 
редь приводит к повышению синтеза белков, жироз, нуклеино- 
вых кислот и других соединений. Вилли считает, что образование 
необходимой для биологических реакций энергии является зве- 
ном, лимитирующим синтетические реакции В отсутствие эстро- 
тенов (УШее, Насегтап а. Зое, 1960; УШее, 1960, 1962; Насег- 
тал а. УШее, 1961). Он предлагает следующую схему, иллю- 
стрирующую перечисленные процессы (рис. 15). 

В клетках имеется два вида пиридиннуклеотидов — ДИН и 
ТПН, и каждая дегидрогеназа специфична только по отношению 
к одному из НИХ. Дегидрогеназы иЗОлИМонНой кислоты 
(изоцитрата), глюкозо-6-фосфата и 6-фосфоглюконата требуют 


109 


в качестве акцептора водорода ТПН (правая нижняя часть схе- 
мы). Количество ТИН в клетках, как правило, значительно мень. 
ше, чем количество ТПН-Н. Для плаценты это было показано в 
лаборатории Вилли (УШее, Зое, Гоги а. Зрепсег, 1960). ТПН-Н 
может подвергаться окислению одним из трех способов, указан- 
ных в схеме. Большинство клеток содержит ТПН-Н цитохром 
с-редуктазу, которая переносит электроны от пиридиннуклеотида 
к цитохрому с (верхняя часть схемы). Однако окисление ТПН-Н 
таким путем не связано с фосфорилированием и не приводит к 
синтезу богатых энергией фосфатов. ТПН-Н является также спе- 
цифическим донатором водорода в процессе синтеза жирных кис- 
лот, стероидов, пуринов и т. д. (левая верхняя часть схемы), в 
результате чего возрастает количество ТПН. Наконец, третий 
путь состоит в переносе водорода от ТПН-Н к ДПН с помощью 
трансгидрогеназы (центральная часть схемы) с последующим 
окислением ДПН-Н специфически взаимодействующей с ним 

ДИН-Н-цитохром с-редуктазой (правая верхняя часть схемы). 

Эта реакция сопряжена с фосфорилированием и в конечном ито- 

ге приводит к образованию трех богатых энергией фосфатных 

связей на каждую пару электронов, переносимых к кислороду. 

Изучение кинетики этих реакций показало, что связь гормона с 

ферментом является исключительно прочной (константа диссо- 

циации меньше 10-Ю М). 

Таким образом, повышение концентрации эстрогенов, воздей- 
ствующих на зависимую от них трансгидрогеназу, увеличивает 
количество ТПН, окисляемого с большим выходом макроэргиче- 
ских фосфатов. 

Существенным, по мнению Вилли, является тот факт, что пла- 
цента человека содержит две трансгидрогеназы: одну в мито- 
хондриях и другую в растворимой фракции цитоплазмы, причем 
чувствительна к эстрогенам лишь вторая. Последнее обстоятель- 
ство вызывает известное недоумение, так как со времени работ 
Ленинджера и сотрудников (ГеНп1поег, её а|., 1958) известно, 
что дыхательные ферменты растворимой части клеток (клеточ- 
ного сока) в процессе функционирования в дыхательной цепи 
не продуцируют макроэргов, то есть окисление С идет 
в данном случае по нефосфорилирующему пути (подробно см. 
Скулачев, 1962). 

И оетому о эстрогена на трансгидрогеназу раствори- 
мой части клеток по существу не может приводить к накоплению 
богатых энергией соединений, что не согласуется с основными 
представлениями Вилли. . 

ь о ИА реакция не является легко а 
Попытки обратить ее с помощью лактикодегидрогеназы (сист 
6 ‘безуспешными (УШее а. 
мы, генерирующей ДПН-Н) оказались ‘безу ТН становится 
Нарегтап, 1958). Создается впечатление, ноя а ен 
ингибитором трансгидрогеназы. Однако, подобрав опред 
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Уегмей, 1958). роцессы в клетке (МиеПег, Неггапеп а. 


Предс 
Пе 
кции, чувствительные к эстрогенам, 
п 
|оск а. \ИШатз-Азвтап, Ва а ни 
Кач, 1959). Уж з а, 0; ИНатлз-Азтап, Саззтап а. 
а с . Уже в первых работах этой группы исследовате- 
лей были подтверждены данные Вилли о наличии в плаценте 
человека растворимой трансгидрогеназы, чувствительной к 17р- 
эстрадиолу. Однако Талалай предлагает совершенно иное объ- 
яснение наблюдаемому эффекту (Та|а!ау а. М/ИШатз-Азптап, 
1960). Он считает, что обнаруженная им трансгидрогеназа пла- 
центы может быть идентифицирована с дегидрогеназой оксисте- 
роида — 17В-эстрадиола, которая способна ‘реагировать как с 
ДИН, так и с ТПН. При этом сам эстроген действует как кофак- 
тор переноса водорода между пиридиннуклеотидами, подвер- 
гаясь в свою очередь окислительно-восстановительным превра- 
щениям. Реакция обратима и протекает следующим образом: 


Эстрадиол -- ДИН* = эстрон -- ДПН=Н-+Н" 
Эстрон ТПН = Н -- Н* 2 эстрадиол ЗЕ ОЫ В 
Тин =Н + ДПН* =ДИН=Н- ТПН* 
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Вилли и его сотрудники не ее, Чабегиап а. 2061, 1960; 


тестом против м 1 : ‚ 1962, и Др.) Одним из доводов 
Набегтап а. УшШее, и 


В их рассуждениях служил тот факт, что эстрадиолдегидрогена- 
за содержится в самых различных тканях, не являющихся спе- | 
цифическими по отношению к эстрогенам. Действительно, сов- | - 
сем недавно она была найдена в печени крыс (Ме@ите а. Резеп, 
1962; Резен, Ругоз а. Кат, 1962; РезеН, Ригоз а. Модитт, 1963). 
Далее в лаборатории Вилли ‘было показано (Насегтап а. УИ- 
[ее, 1959), что дегидрогеназа и трансгидрогеназа плаценты уча- 
ствуют в различных реакциях, имеют различную скорость инак- | 
тивации и могут быть физически изолированы друг от друга с | 


помощью электрофореза на бумаге. В процессе разделения этих 
ферментов ‘было обнаружено существование двух различных 
эстрадиолдегидрогеназ, одна из которых слецифически взаимо- 
действует с ДПН, а другая — с ТПН. Будучи смешанными, эти 
дегидрогеназы оказались неспособными осуществлять транегид- 
рогеназную реакцию, которая является необратимой. По мне- 
| нию Вилли, Талалай совершенно необоснованно приписывазт 
| одному ферменту двойную функцию. Со своей стороны, Талалай 
(Та!айау, 1961, 1962) утверждает, что его сотрудники не смогли 
получить данных, совпадающих с результатами опытов Вилли. 
В настоящее время в лаборатории Талалая продолжается упор- 
ная работа по очистке и дальнейшему исследованию свойств а 
17В-оксистероиддегидрогеназы (АЧатз её а|., 1962; ЛагаБак ес! ь 
а!., 1962; Ка\уаНага еЁ а1., 1962). 

Одно время создалось впечатление, что взгляды Талалая на- 
ходят подтверждение в работах Энгеля и Скотт (Епое! а. Зсой, 


1960; Зсой а. Епсе|, 1961), показавших способность стероидных Рис, 16, № 
гормонов образовывать молекулярные комплексы с пуринсодер- дифосфопи 
жащими соединениями. Исследовав подробно строение молеку- ЛУ аминогр 


во 

лы ДПН, Энгель и Скотт установили близость расположения в сстано 
ней аденинового (рис. 16, 2) и пиридинового (рис. 16, 4) колец, 
что, ‘по их мнению, создает большие возможности для комплек. 


| сообразования и последующего влияния на коферментную актив- 
НОСТЬ. 


Однако никаких доказательств в пользу этого предположения 
пока получено не было. Хотя эстрогены и подвергаются в про- 
цессе обмена окислению и восстановлению, тот факт, что 
они не являются непременными компонентами важнейших био- 
логических процессов, которые они стимулируют, косвенно сви- | 
детельствует против их коферментной функции. В опытах с 
эстрадиолом, меченным тритием, было прямо показано, что 
эстрадиол не превращается в эстрон в матке крыс (ЕезВег её а|., 
1960; ТасоБзоп, 1962; Тепзеп а. Ласорзоп, 1962). 

С другой стороны, в схеме Талалая импонирует наличие ме- 
ханизма, поддерживающего постоянное образование ТПН-Н, | 
являющегося, как уже говорилось, специфическим донатором 
водорода для осуществления многих биосинтетических про- 
цессов. Согласно же схеме Вилли, эстрогенная стимуляция 
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Рис. 16. Модель свернутой (скрученной) формы восстановленного 

дифосфопиридиннуклеотида, показывающая водородную связь меж- 

ду аминогруппой (1) аденина (2) и карбонилом амидной группы (3) 
восстановленного остатка пиридина (4) (Епбе! а. Зсой, 1960) 


вызывает не повышение, а снижение содержания ТПН-Н в клет- 
ке, что плохо согласуется с данными об усилении синтеза жирных 
кислот, белков и пуринов в матке при ‘введении эстрадиола 
(МцеПег её а1., 1958). . 

Критика теорий Вилли и Талалая. Помимо разногласий 
между Вилли и Галалаем по частным вопросам их теорий, вы- 
сказывались сомнения и в правильности основных представле- 
ний обеих школ. 

Неоднократно подвергалась критике концепция Вилли об 
«эстрогеночувствительной» («эстрогенозависимой», как он те- 
перь ее называет) трансгидрогеназе. Долгое время не удавалось 
воспроизвести основной эффект с помощью искусственных эстро- 
генов, но потом было показано (С1азз еЁ а!., 1961), что чу встви- 
тельная к эстрогенам трансгидрогеназа может быть активиро- 
вана и диэтилстильбэстролом, только в концентрации не выше 
10-7 М. 
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докладу Хагермана и Вилли в Массачусетсе (МиеПег, 1961). 
Несмотря на многолетние исследования, Мюллер не смог обна- 
ружить в матке крыс трансгидрогеназную ферментативную си: 
стему, чувствительную к эстрогенам. Поскольку сотрудникам 
лаборатории Вилли также не удалось этого сделать, а кроме 
того, было показано, что искомый фермент отсутствует в матке 
свиней и коров, Мюллер полагает, что хотя все данные, получае: 
мые на плаценте человека, и представляют большой интерес, 
они далеки от того, чтобы отображать фундаментальные сторо- 
ны механизма действия эстрогенов. По мнению Мюллера, пла- 
цента вообще является малоудачным объектом для изучения 
первичного действия эстрогенов, так как она представляет собой 
ткань, которая уже была подвержена действию эстрогенов в 
течение длительного времени. Точно так же обстоит дело с мат- 
кой беременных крыс, в которой Хагерману удалось найти 
трансгидрогеназу, чувствительную к эстрогенам. Мюллер пред- 
полагает, что такая трансгидрогеназа может быть активирована 
лишь продолжительным введением гормона. Боскотт (Возсой, 
1962) и Карльсон (Каг|зоп, 1963а) считают, что если даже вер- 
ны основные положения, выдвигаемые Вилли и Талалаем, то 
судить об их универсальности можно лишь после того, как бу- 
дут прослежены все звенья от первоначальной активации фер- 
мента до биологического проявления действия эстрогена (рост 
ткани и т. д.). Кроме того, с позиций теорий Вилли и Талалая 


трудно объяснить многообразие видовых различий в реакции 
на эстрогены. 


3. ДЕЙСТВИЕ ЭСТРОГЕНОВ 
НА ГЕНЕТИЧЕСКИЙ АППАРАТ КЛЕТКИ 


Эта точка зрения стала высказываться сравнительно недав- 
но (Когпег, 1960; АП1зоп, 1961: Рогйпап, 1961; Кагоп, 1963а, 
и др.) и обязана своим появлением успехам, достигнутым в об- 
ласти изучения механизмов белкового синтеза и его регуляции 
(см. Сыск, 1961, 1963а, Ъ, а также обзоры Дворкина, 1962; Спи- 
рина и Смирнова, 1969: Баева, 1963; Георгиева, 1964, и др.). 
Однако экспериментальной основой этого представления послу- 
жило фундаментальное исследование Мюллера и сотрудников 
(МиеПег, Неггапеп а. ТегуеП) по механизму действия эстроге- 
нов, выполненное еще в 1958 г. Именно эти данные позволили 

юллеру начать серию необычайно интересных работ, успешно 
развиваемых им в настоящее время. Прежде чем перейти к из- 


ложению фактического материала, надо сделать несколько 
предварительных замечаний. 


Наиболее серьезные возражения против обеих «ферментатив: 
ных» теорий в целом были сделаны Мюллером на дискуссии пд 


тиков. П 
менениел 
упоминал 


свойствол 
за макро 
на 
собность 
рибосомь 
МИЦИН Де 
(ВозеН а. 


Схема генетическ 
хел теского кон ы 
т : 
Моно была рассмотрена В оелкового синтеза Жакоба —- 


Жакоб (Мопо4 а. Ласор, 1961) в разделе 2 гл. 1. Хотя Моно и 
рованном организме регулирую допускают, что в дифференци- 
тельно более усложненными # мы системы могут быть значи- 
рыми располагает микробная к ее. 
маловероятным, чтобы Ем В то же время считают 
не использовались высшими а совсем 
не своевременной раны не ни полагают впол- 
крайней мере для некоторых гормо, роверку возможности по 
дукторов, репрессоров или Е Е. Е 

к 7 ё : ‹ , 
ингибиторов (то есть таких Е аТОРОВ, ОВ а 
и 

} урентных ингибиторов). В настоящее 
время в этом направлении уже добыты некоторые факты, кото- 
рые можно кратко суммировать. м8 

Изучение механизмов белкового синтеза с помощью антибио- 
тиков. Первые успехи в изучении этого вопроса связаны с при- 
менением в исследованиях ряда антибиотиков, о которых уже 
упоминалось в гл. П. 

Антибиотики пуромицин и актиномицин О обладают 
свойством избирательно блокировать отдельные этапы биосинте- 
за макромолекул (см. обзор: Зипрзоп, 1962). При этом пуроми- 
цин нарушает синтез белка на стадии трансляции, подавляя спо- 
собность т-РНК переносить активированные аминокислоты на 
рибосомы (УагтойлзКТ а. де 1а Нара, 1959). Возможно, что пуро- 
мицин действует при этом как конкурентный аналог т-РНК 
(ВозсН а. Воетей4а!, 1961), вытесняя ее из строящейся полинеп- 
тидной цепочки на рибосоме (Маапз, 1964). Имеются данные 
о том, что он обладает более широким диапазоном действия 


: Татаок! а. МиеЦег, 1963). : 
а О подавляет ДНК-зависимый синтез РНК, 


езоксигуаниловой кислотой и ннактивируя 
в1бБега иг ра пожи, 1962; до!@Ъего, Ка по- 
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Ве:св а. Ва томе, 1963). Различными автора- 


взаимодействуя 
ДНК-матрицу ( 
\1 7 а. Касп, 

и. друг от друга показано, что ее Рф 
сех классов РНК, другими словами, ч 
и (Реггу, а 1963; ВезсН еЁ а!., 1962; 

ь 1 63). 
Татао& а. МиеЦег, 1962; МегИ$, а И 


б ии Мю 
овен фиг в же упоминавшемся исследовании 


ры белкового А [ег её а! 1958) и в других рабо- 
Мюллера и сотрудников. (Мие ет" миедег, 1957; Миейет, 1957; 
Не - Е а. МиеИег, 1960, 1961) 
МсеСоганодае а. Ме", е действие эстрадио 


было детально просл жено тимулирующе 

НР чееи ц матке крыс. 
а -  иечекние метаболические процессы в матк р 
а на много а 


С помощью меченых соединений было показано усиление син- 
теза фосфолипидов, нуклеинового и белкового синтеза в инку- 
бируемой ткани матки, взятой у животных, которым предвари- 
тельно вводили гормон. В ходе дальнейшего исследования 
выяснилось, что в основе наблюдаемых изменений лежит нара- 
стание активности специфических ферментов, принимающих 
участие в реакциях биосинтеза. Встал вопрос о том, что же слу- 
жит причиной изменения самой ферментативной активности: 
активация уже существующих белков или же синтез ферментов 
Че поуо? Несмотря на многочисленные эксперименты, Мюллеру 
и сотрудникам не удалось обнаружить никакой активации пред- 
существующих ферментов (в плане представлений Вилли и Та- 
лалая), которая бы опережала по времени наблюдаемое увели- 
чение общей ферментативной активности (в частности, иссле- 
довали серинальдолазу и другие ферменты, активирующие 
аминокислоты). Мюллер приходит к заключению, что под влия- 
нием эстрогенной стимуляции в матке крыс происходит синтез 
белков Че поуо. Он делает вывод, что вся проблема действия 
эстрогенов может рассматриваться как проблема регуляции син- 
теза биополимеров (МиеПег, 1960). 

В 1961 г. вышла новая работа Мюллера и сотрудников 
(МиеПег, СогзК! а. Ажажа, 1961), в которой было показано, что 
пуроминин в дозе 15 у на 90% подавляет включение СЧ-глицина 
в белки матки кастрированных крыс через 4 часа после инъек- 
ции эстрадиола. Такой же эффект наблюдается при введении 
пуромицина контрольным животным. В то же время синтез пу- 
ринов (включение С\-глицина в аденин фракции нуклеиновых 
кислот матки), фосфолипидов и РНК (включение неорганиче- 
ского фосфата Р??) протекал в присутствии пуромицина у конт- 
рольных животных почти без изменений. Однако усиление этих 
процессов, обычно наблюдавшееся при введении эстрогена, 
полностью снималось действием пуромицина. Более того, даже 
такие ранние реакции в ответ на введение эстрогена, как увели- 
чение веса матки и обводнение ее тканей, были блокированы 
пуромицином. Отсюда авторы делают заключение, что первич- 
ное действие эстрогена связано с системой, чувствительной к 
пуромицину, иными словами, с белковым синтезом. Если синтез 
белка подавлен, ткань не реагирует на эстроген. Докладывая 
выполненную работу вне программы на конференции в Масса- 
чусетсе (1961), Мюллер развивает эту мысль дальше и прихо- 
дит к предположению, что первичное действие гормона заклю- 
чается в индукции синтеза специфических белков, ответствен- 
ных за наблюдаемые изменения. 

В свете проведенных экспериментов Мюллер. считает мало- 
вероятным представление о том, что в основе деиствия эстроге- 
нов лежит изменение общего энергетического уровня клетки 
(по Вилли). Он приводит данные о том, что пуромицин не 
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рез 4 часа пох 


_лирования не 
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льку было показано : 1 нои проницаемости, по- 


зависит от синтеза белка Этот аспект действия гормонов 
Мюллер 2 


По мнению Мюл- 


отве 
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ду индукцию синтеза подобн 


ся при взаимодейств и 
лагает, что НЫ сое бактериальной клеткой. Он по- 
суммы ранних реакций я г синтеза лежит в основе всей 
ни контрольных животных © а По-видимому, в тка- 
ванных крыс) механизмы белкового винты и. 
пени подавлены, а гормон о в значительной сте- 
Е генетического потенциала ее в 
целью дальнеишего анализа вопроса в лаборатории Мюл- 
ера была предпринята серия работ по иссяедованию измене- 
нЕ наступающих в более ранние сроки действия эстрогена. 
рыло установлено (@огзК, 1962; СогзК! а. МиеПег, 1963), что 
уже через 2 часа после введения эстрадиола в матке крыс зна- 
чительно возрастает количество уридинмонофосфата, что при- 
водит к увеличению на 300% количества уридинтрифосфата че- 
рез 4 часа после начала опыта. При этом сам процесс фосфори- 
лирования нечувствителен к действию гормона. 

В следующих работах (Мо{еБоот а. @ог$К1, 1963а, Ь) было 
показано, что в течение первых двух часов после введения эстра- 
диол не действует на белковый синтез и лишь к четырем часам 
наблюдается увеличение на 50% включения в белки С\-глици- 
на и Н3з-лейцина. В то же время интенсивность включения Нз-ци- 
тидина в РНК возрастает на 80% уже через 2 часа после введе- 
ния гормона, Что сопровождается усилением активности 
РНК-полимеразы. Оказалось, далее, что к двум часам действия 
эстрадиола пуромицин (5 мг на животное) способен блокиро- 
вать синтез белка до 20% от контроля; однако и в этих условиях 
он полностью подавляет стимуляцию синтеза РНК О 
Авторы делают вывод, что раннее действие эстрадиола на син- 
тез РНК определяется белковым синтезом в то ее т 
гормон еще не оказывает видимого влияния на ‘интенсивност 

з ; д Они считают, что эстрадиол изоира- 
всего белкового синтеза: ческих белков, ответствен- 
тельно стимулирует синтез специфически? . ‚ 
ных за реакцию на эстроген. а (Ла. Миенег, 196За, Б) 
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Если же воспрепятствовать синтезу РНК предварительным вве- 
дением актиномицина О, то эстрадиол не оказывает в дальней- 
шем характерного стимулирующего действия на синтез белков 
и фосфолипидов (ранний эффект), в то время как в матке конт- 
рольных животных эти процессы протекают в присутствии акти- 
номицина О на обычном уровне. Авторы приходят к заключе- 
нию, что ранний ответ ткани на гормон зависит от синтеза но- 
вой РНК (см. также @огзК: а. МсоеНе, 1963). На основании 
всех выполненных работ они выдвигают предположение о сле- 
дующем механизме первичноге действия эстрогенов: эстрогены 
стимулируют в матке синтез некоторых белков, вызывающих 
индуцирование синтеза новой РНК; новосинтезированная РНК 
в свою очередь снабжает аппарат белкового синтеза информа- 
цией, необходимой уже для дальнейшего распространения пер- 
вичного гормонального влияния. 

Подтверждение взглядов Мюллера в работах других иссле- 
дователей. Данные Мюллера и сотрудников нашли хорошее 
подтверждение в работах Гамильтона (Наш оп, 1962, 1963), 
показавшего, что пуромицин полностью подавляет способность 
матки крыс отвечать усилением включения С\-глицина в белки 
при воздействии различными эстрогенами (эстрон, эстриол, 
17В-эстрадиол), причем его действие однозначно проявляется 
В пределах широкой шкалы доз вводимых гормонов (от 0,5 до 
10 у). Однако Гамильтон, который использовал ту же дозу пу- 
ромицина (5 ме на животное через 1, 2, Зи 4 часа после введе- 
ния эстрогенов), не наблюдал частичного сохранения способно- 
сти к синтезу белка в условиях полного подавления синтеза 
РНК пуромицином, как это было в работе Ноутбума и Горского. 
В опытах Гамильтона пуромицин не препятствовал проявле- 
нию стимулирующего действия эстрогенов на включение РЗ? в 
РНК. Гамильтон делает заключение о внутриядерном механиз- 
ме действия эстрогенов на клетки матки с первичной индукгией 
синтеза и-РНК и последующим усилением белкового синтеза. 
Эта точка зрения была поддержана другими учеными (Та\уаг 
а. беса|, 1963), показавшими, что актиномицин О полностью 
предупреждает ороговение влагалища у крыс при введении 
эстрогенов, в то время как пуромицин не оказывает этого дей- 
ствия. Они полагают, что индукция синтеза и-РНК является 
общим способом первичного действия всех гормонов на органы- 
мишени (см. также Стеепсага, Сог4оп а. Асз, 1963). 

Однако в дальнейшем Гамильтон (НашИюп, 1964) обнару- 
жил, что наибольшее подавление синтеза и-РНК и белкового 
синтеза в тканях матки при действии эстрогена достигается в 
условиях одновременного введения пуромицина и актиномици- 
на О, что, по его мнению, свидетельствует о существовании в 
матке компонента, чувствительного к пуромицину и не завися- 
щего от актиномицина Ш. Он соглашается с точкой зрения Мюл- 
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пложение, что самым ранним. событи ) высказывается предпо- 
на орган-мишень является гг ый ем ть эстрогенов 
формации, вслед рессия части генетической ин- 

Е _ и чего и начинается синтез РНК. 

име д с 9 х 
И: Е анализ РНК из матки непо- 
Е >, орым вводили 17В-эстрадиол, с параллель- 
ным гистологическим изучением распределения РНК в клет- 
ках, > илсон (Т. О. \Шзоп, 1963) приводит доказательства того 
что эстроген в первую очередь воздействует на и-РНК и т-РНК 
и лишь позднее — на рибосомальную РНК. 

Недавно из матки кастрированных крыс была выделена 
макромолекулярная фракция, подавляющая активность РНК- 
полимеразы. Аналогичная фракция, полученная из матки ка- 
стрированных крыс. которым предварительно вводили 17В-эстра- 
диол, не обладала подобным действием; однако предваритель- 
ное инкубирование со  стероидами восстанавливало ее 
способность к подавлению ферментативной активности (Та]\аг 
е{ а|., 1964). 

На основании этих данных авторы полагают, что при взаимо- 
действии исследованной фракции с эстрогеном она могла играть 
роль «рецептора» для фиксации гормона в клетках матки, в То 


время как В отсутствие эстрогена она является репрессором 


РНК-полимеразы; при взаимодействии макромолекулярной 


фракции с гормоном это свойство утрачивается. | 
Участие других гормонов в генетическом контроле белково- 
го синтеза. Результаты опытов с эстрогенами хорошо согласу- 
ются с данными работ Уильямс-Эшмана и сотрудников, полу- 


ченными при изучении механизмов действия другои группы 
стероидных гормонов а 


ндрогенов (МИ Шаплз-Азбтап, 1962; 
Ветер \Ианз-А зап, 1962; Напсоск её а|., 1962). Как быхо 
обнаружено, рибонуклеотидные частицы, НоВированннаю 
вентральной простаты крыс, при добавлении и > 
зируют перенос радиоизотопа от комплекса Т- 

на белок. Частицы из железы 


кастрированных животных не об- 
ладают этой способностью, а предварительное м. 
тестостерона ее восстанавливает. Было также пок ё 
тельное ускоряющее действие предвар 


ительного введения гор- 
мона животным На включение меченых нуклеозидов — Цитидин- 
з ПТФ?2) аденозинтрифо 
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Развивая эти представления, они предпринимают новое ис- 
следование ($И\уегтап, Глао а. \ИШаптз-АзНтап, 1963), в кото. 
ром показывают, что в отсутствие полиуридиловой кислоты ко- 
личество фенилаланина, включающегося в белки, в два раза 
меньше в рибосомах, изолированных из простаты кастрирован- 
ных крыс, чем в рибосомах крыс, получавших тестотерон. Точ- 
но так же добавление полиуридиловой кислоты в большей сте- 
пени стимулирует переносе аминокислот на рибосомы, изолиро- 
ванные у кастрированных крыс, по сравнению с таким же 
опытом на крысах, которым вводят гормон. Делается вывод 
о том, что тестостерон влияет на образование рибосомных комп- 
лексов и и-РНК в простате, 

К сходным заключениям привели иссле) 
гормонами. Так, например, Тата (Тафа, 1963) обнаружил, что и 
актиномицин О, и пуромицин препятствуют проявлению стиму- 
лирующего влияния тиреоидина на основной обмен у крыс. 

других опытах с помощью актиномицина Р было показано 
(Стеепсаг4 а. Асз, 1962), что кортизон повышает ферментатив- 
ную активность печени путем активации новообразования ДНК. 

Методом  седиментационного анализа быстрометящихся 
фракций нуклеиновых кислот в лаборатории Томкинса было 
установлено, что гидрокортизон стимулирует синтез различных 
видов РНК в печени (Саггеп, Но\уе! а. ТотКилз, 1964), в том 
числе и-РНК, необходимой для синтеза белкового репрессора, 
действующего, в свою очередь, на и-РНК в цитоплазме (Саггеп, 
Ножей, ТошКиаз а. Сгоссо, 1964). Авторы предполагают, что гор- 
мональная регуляция образования ферментов в печени происхо- 
дит на уровне трансляции (а не транскрипции), — точка зрения, 
поддерживаемая и другими (Спирин и Белицина, 1965). 

Участие гормонов в генетическом контроле формообразова- 
тельных процессов. Представления о возможном участии гор- 
монов в генетическом контроле процессов биосинтеза не ограни- 
чиваются приведенными выше примерами; они подтверждаются 
данными, полученными на растительных объектах (\Уагпег а. 
СВапага, 1964), а также распространяются на обширную об- 
ласть гормональной регуляции формообразовательных процес- 
сов. Было показано (СаЙ а. СаЦап, 1962), что гонадотропный 
гормон в два раза усиливает включение Н3-уридина в РНК пе- 
тель хромосом («ламповых щеток») в ооцитах тритона. Клевер 
(Сеуег, 1961, 1963) и Карльсон (Камзоп, 1963а, Б) изучали 
действие экдизона — гормона метаморфоза — на пуфы гигант- 
ских хромосом слюнных желез у личинок СЮтопотиз {еп{апз. 
Как известно, пуфы представляют собой участки активного син- 
теза РНК и белков. Уже через короткое время после введения 
гормона можно было наблюдать появление одного нового пуфа, 
на смену которому возникала затем серия пуфов. Клевер и 
Карльсон предполагают, что экдизон действует непосредственно 
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снимает репрессии гена, а активитт орой индуктор не 
гормон прямо или посредств о Нами АЙ 
активирует ген-регулятор вом цитоплазматического посредника 
рию других генов, лежащих в. в свою очередь активирует се- 
Гакой тип регуляции харак в различных участках хромосом. 
ядерной и клеточной | и 
Следует сказать, что воп а у многоклеточных. 
гормональной стимуляции И а И 
мая активация синтетических ее 
ние си у б г и зы ы 
ие в Г сих пор является дискуссионным. 
конкретных путей реализации этого контроля 
сам факт участия гормонов в регуляции активности генов Зое 
видимому, можно считать доказанным. В последнее время появ- 
ляется все больше работ, в которых приводятся данные, под- 
И эту возможность (Саггеп а Но\е|, 1963; Когпег, 
963; Мацег, 1963; ТаКао а. Мопуата, 1963; \е её а|., 1963; 
\'оо1, 1963; \оо1 а. Мипго, 1963, и др.). В своем обзоре Томкинс 
и Максвелл (ТошК!п$ а. Мах\ей, 1963) также приходят к за- 
ключению, что стероидные гормоны, обладающие большим срод- 
ством к некоторым белкам, снимают действие репрессора, изме- 
няя его структуру, и тем самым регулируют синтез специфиче- 
ских и-РНК. Учитывая многообразие функций и особенности 
строения стероидов, есть основания полагать, что во многих ре 
акциях они могут выступать как аллостерические эффекторы 
(см. Мопоа, Свапееих а. Уасоь, 1963; К!4зоп а. КиЪу, 1964; М1 
Папз-Азртап, 1964). 
Основные вопросы, которые предстоит решить, заключаются 
в том, насколько универсален такой тип контроля, является ли 
активация гена гормоном первоначальным этапом его воздеи- 
ствия на клетку, и если это так, то каким образом приводитея В 
действие вся цепь дальнейших процессов, завершающихся деле- 
нием клетки. Вполне возможно, что В пределах системы регуля- 
ции белкового синтеза разные гормоны активируют разные 
неа (ера, 1964), и что этому предшествуют более раннив, 
еще не изученные события. Неясен еще вопрос о деренрессорная 
функции гормонов. Имеются данные о пом оо К могут 
взаимодействовать непосредственно сомолекуле д ГК, сродеае 
которой к гидрофобным стероидам (в частности, к эстрогенам) 
; 2 Тз’о а. Гм, 1963, 1964). Мюллер подчеркивает 
очень велико ( ых событий после введения 
Баз носаь изучения. более отдаленно с (Мие!- 
эстрогенов с помощью анализаторов белкового синтеза 1 


1ег, 1961). 
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4. ВОПРОС О МНОЖЕСТВЕННОМ ХАРАКТЕРЕ 
ДЕЙСТВИЯ ЭСТРОГЕНОВ НА КЛЕТКУ 


Вышеизложенный материал позволяет присоединиться к 
мнению. тех исследователей, которые допускают существование 
более чем одного способа воздействия эстрогенов на клетку. 
Подтверждением этому могут служить данные о множественном 
характере действия инсулина (ЕБоце-Воп!$ её а|., 1963; Зву 
а. \"а|ааз, 1964). Необходимо, однако, рассмотреть вопрос о 
соотношении этих способов воздействия. 

Не отрицая возможности действия отдельных гормонов на 
проницаемость клетки, следует признать, что имеющийся экспе- 
риментальный материал позволяет считать это действие лишь 
одним из аспектов гормональной регуляции метаболизма. Что 
касается эстрогенов, то их влияние на клеточную проницаемость 
вообще оспаривается (данные Халкерстона), а если и допускает- 
ся, то как носящее вторичный характер (данные Мюллера). 

Признавая бесспорный интерес результатов, добытых в об- 
ласти изучения действия эстрогенов на окислительно-восстано- 
вительные процессы, идущие с участием специфических фермен- 
тов — трансгидрогеназ, нельзя в то же время закрывать глаза 
и на факты, противоречащие предлагаемым в этом плане тео- 
риям Вилли и Галалая. Так, например, чувствительная к эстра- 
диолу трансгидрогеназа, занимающая центральное место в ги- 
потезе Вилли, до сих пор не обнаружена в матке крыс и некото- 
рых других млекопитающих. Представления Талалая о кофер- 
ментной функции эстрогенов идут вразрез с данными об отсут- 
ствии превращения эстрадиола в эстрон в тканях матки. Следует 
сказать, что малоубедителен и сам принцип активации гормоном 
одной ключевой реакции с образованием больших количеств 
энергии, положенный в основу каждой из теорий. В известном 
«мысле обе точки зрения являются модификацией прежней 
«энергетической» теории Буллоу (\. $. ВиПоиев, 1962с) о клю- 
чевойи роли гексокиназной реакции в регуляции деления клеток, 
которую автор в настоящее время уже пересмотрел (\. $. Ви|- 
1оцер, 1962а). Однако следует еще раз подчеркнуть, что сам факт 
Участия эстрогенов в ферментативных реакциях бесспорен, и 
этот аспект их действия подлежит дальнейшему тщательному 
изучению. 

Наконец, остается пока еще не самая многочисленная, но 
наиболее импонирующая группа работ последнего времени, ка- 
сающихся действия эстрогенов на генетический аппарат клетки. 
Основной вопрос о возможности гормональной регуляции актив- 
ности гена, по-видимому, решен положительно, даже если будет 
показано, что этому предшествуют другие, более ранние собы- 
‘тия. В этом смысле первоначальный тезис Мюллера (1958) о том, 
что проблема действия эстрогенов в конечном счете может быть 
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у › допускает, что наряду с этим гормоны могут осу- 
ществлять и иного рода влияния на клетку, приводящие к менее 
глуооким, хотя и важным изменениям ее функционирования, об- 
И А регуляционного воздействия. 

2 х представлении в свое время была пред- 
ложена схема (МиеПег е{ а|., 1958), в которой нашли отражение 
различные стороны действия гормонов на клетку. Несмотря на 
то, что многие представления претерпели с тех пор существен- 
ные изменения, на этой схеме в целом верно нанесены все три 
основные группы возможных точек приложения действия эстро- 
генов, о которых шла речь выше. Поэтому можно закончить гла- 
ву описанием схемы Мюллера (рис. 17), отметив, что последо- 
вательность и характер событий в действительности могут быть 
значительно сложнее. 

В покоящейся клетке часть матриц (М) находится внутри 
барьеров, препятствующих их участию в синтезе биополимеров. 
Гормон может разрушить барьер (первая точка приложения 
действия гормона) и сделать тем самым матрицу спосоонои к ак- 
тивному участию в образовании новых белков — ферментов (Ф) 
и новых матриц, то есть «демаскировать» комплекс М-Ф. После 
освобождения матриц их участие в синтезе полимеров мо 
руется индуктором и антииндуктором, первый из ее 
ствует, а второй препятствует отделению вновь образова НЫ 
белка с поверхности матрицы («диссоциация» комплекса >. 
Освобождение матрицы от белка делает ее способной к те у 
новых количеств нуклеиновых кислот и новых матриц. это! 

1 2 ействовать как индуктор или антиин- 
ситуации гормон может д б анный фер- 
‹а приложения). Вновь образованный фер 
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(третья точка прилож яма в которых продукты снова 
‘уровень каталитических т ьеры пополнять пул индукторов н 
начинают ее И предшественников для синтеза бел- 
антииндукторов или ж е Как видно на схеме, здесь всюду дей- 
ков и нуклеиновых кисл в в самых общих чертах итог К 
ствуют обратные связи. 
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сведений, которые имеются в настоящее время в области изуче- 
ния механизмов действия эстрогенов, а также ряда других гор- 
монов на реакции внутриклеточного метаболизма. Этот итог 
свидетельствует о том, что сущность гормональной регуляции 
размножения клеток до сих пор во многом остается неясной. 
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Рис. 17. Предполагаемая схема гормональной регуляции биосин- 
теза макромолекул (Миеег её а1., 1958) 
М — матрица; Ф — фермент; 1, 2, 3 — возможные точки приложения дей- 
ствия гормона; черный треугольник — индуктор, черный ромб— антн- 
индуктор 


Ни одна из разобранных выше концепций, к сожалению, не полу- 
чила дальнейшего развития, так как отсутствие адекватных 
методов исследования не позволило своевременно осуществить 
их экспериментальную проверку. Немаловажную роль в этом 
сыграла разобщенность биохимического и цитологического на- 
правлений в исследованиях. С развитием метода радноавтогра- 
фии появилась реальная возможность не только проверить пра- 
вильность представлений об основных путях воздействия гормо- 
нов на деление клеток, но и углубить изучение этого вопроса. 
Указанные обстоятельства побудили автора предпринять 
экспериментальное исследование, посвященное выяснению об- 
щих закономерностей гормональной регуляции размножения 
клеток в тканях сформированного организма. Задача исследо- 
вания была сознательно ограничена изучением действия одной 
группы гормонов, а именно, эстрогенов. Этот выбор был про- 
диктован тем, что эстрогены, являясь, как известно, специфиче- 
скими стимуляторами клеточного размножения в органах вос- 
производящей системы, способны в то же время стимулировать 
деление клеток и в других органах (см. гл. У). Это давало воз- 
можность проводить сравнительный анализ их действия на про- 
цесс размножения клеток в тканях разного типа. 
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сведений, которые имеются в настоящее время в области изуче- 
ния механизмов действия эстрогенов, а также ряда других гор- 
монов на реакции внутриклеточного метаболизма. Этот итог 
свидетельствует о том, что сущность гормональной регуляции 
размножения клеток до сих пор во многом остается неясной. 
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Рис. 17. Предполагаемая схема гормональной регуляции биосин- 
теза макромолекул (Мце|ег е{ а1., 1958) 
М — матрица; Ф — фермент; 1, 2, 3 — возможные точки приложения дей- 
ствия гормона; черный треугольник — индуктор, черный ромб — анти- 
индуктор 
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них (Буллоу) 
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> т 

а проведения подобного рода исследо- 
Е ы оставление действия эстрогенов на деление 
клеток в тканях-мишенях и тканях, не обладающих специфич- 
ностью по отношению к этой группе гормонов. В последнее вре- 
мя большие успехи достигнуты в изучении механизмов первич- 
ного действия эстрогенов на ткани-мишени. Однако полученные 
результаты относятся только к ранним срокам после введения 
эстрогенов и не могут быть поставлены в непосредственную связь 
с их влиянием на деление клеток. 

Для выяснения вопроса о путях воздействия эстрогенов на 
деление клеток в тканях, отличающихся по специфичности реак- 
ции на гормон, необходимо применение такого метода исследо- 
вания, который позволил бы установить точки приложения дей- 
ствия гормона на различных этапах митотического цикла каж- 
дой ткани. Этим требованиям В значительной мере отвечает 
метод радиоавтографического анализа с использованием специ- 
фического предшественника ДНК Н3-тимидина, позволяющий 
определять продолжительность отдельных периодов митотиче- 
ского цикла и фиксировать, изменения клеточной популяции во 
времени. Несмотря на интенсивное развитие в последние годы 
исследований в области регуляции митотических циклов, дей- 
ствие эстрогенов (как и других гормонов) в этом плане а 
чески не изучалось. Перечисленные общие соображения о г. 
вили специфику и последовательность проведения опытов. се 
исследование складывалось ИЗ двух основных этапов: Ро 

1) подробная характеристика митотического режима Е. 
фологических изменений ткани-мишени И ОНО те 
условиях нормального и нарушенного баланса эстр р 


ганизме; 
2) радиоавтогр й ан. 
нетики клеточных популяции сравнива 


эстрогенов. : 5 й 
"В соответствии С названными этапами, изложение экспери 


ментального материала логически распадается на две части, са 
ставляющие содержание ГЛ. УИ и УП, каждой из которых 


предпослано описание методов и приемов исследования. 


в пользу каждого из этих 


афический анализ митотического цикла и ки- 
емых тканей при действии 


Глава УИ. 


ИССЛЕДОВАНИЕ 
МИТОТИЧЕСКОГО РЕЖИМА ТКАНЕЙ 
ПРИ ДЕЙСТВИИ ЭСТРОГЕНОВ 


1. МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 


Подопытными животными являлись белые беспородные мы- 
ши (Миз шизсециз [.). В опыт брали половозрелых самок весом 
не менее 17—20 г (что соответствует возрасту 3—3,5 месяца). 
С целью уменьшить индивидуальные колебания величин, харак- 
теризующих митотический режим, соблюдали максимальную 
стандартизацию условий содержания и проведения опытов. За- 
бой животных производили обезглавливанием, как правило, в 
утренние часы суток. Всего в этой части исследований было ис- 
пользовано более 1200 мышей. 

В качестве ткани-мишени был выбран эпителий слизи- 
стой оболочки матки. Как известно, матка принадлежит 
к числу органов воспроизводящей системы, обладающих большой 
чувствительностью к эстрогенам. Периодические сдвнги эстро- 
генного баланса в организме, обусловливаемые функциями ги- 
пофиза и яичников (эстральный цикл), вызывают в тканях матки 
комплекс закономерно повторяющихся изменений, хорошо выра- 
женных морфологически. Особенно характерные изменения пре- 
терпевает слизистая оболочка матки, подвергающаяся на протя- 
жении эстрального цикла интенсивной физиологической регене- 
рации. 

Этот процесс связан с постоянным размножением клеточ- 
ных элементов, наиболее четко выявляемым в эпителии матки, 
что делает его удобным объектом для параллельного изучения 
морфологических изменений и митотического режима при дей- 
ствии эстрогенов. 

В качестве контрольной ткани был выбран эпителий ро- 
говой оболочки, или роговицы глаза. Этот объект широ- 
ко используется для изучения самых различных сторон митотиче- 
ского режима. Подвергаясь постоянному обновлению, эпителий 
роговицы обладает значительным митотическим индексом. Важ- 
ным обстоятельством является ограниченность функционально- 
го значения роговицы: будучи наружной частью оптического ап- 
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стадии: 
(ргооез 
эструс 

Для | 


парата глаза, она защищает подлеж 
именно в Силу фу одлежащие ткани. Полаг ‚ 
ленное О. ограниченности ово 
вает выражено с Я ое режим общих факторов бы- 
Пе ой отчетливостью (Уткин, 1958). Эпите- 
роговины. Размножег ет у мышей и крыс более 50% веса всей 
Е тие клеток происходит в базальном слое 

ца лишена кровеносных сосудов, и все метабо- 


литы попадают в нее из 2 й 

х из жидкостей, омывающих х 

Е г 1 х ее повер; 

(подробно см. Рие а. уап Неулулоеп ан 
ь. ых 


1956; Лопашов и Строева, 1963). Го) 

Основные приемы исследования био- 
логического действия эстрогенов. Для 
определения стадий эстрального цикла 
мыши применялся метод влагалищных 
(вагинальных) мазков. Как известно, цик- 
лические изменения функции яичников 
вызывают ответные изменения во всех 
органах половой системы, в том числе Рис. 18. Формула 
в стенке влагалища (уас1па), что отра- эстрона 
жается на его содержимом. Поэтому 
каждой стадии эстрального цикла соответствует определенный 
клеточный состав влагалищного мазка (см. Кабак, 1945). У кры- 
сы и мыши продолжительность эстрального цикла колеблется от 
4 до 6 дней. Весь цикл подразделяется на следующие основные 
стадии: диэструс (910е54гиз), или стадия покоя; п роэструс 
(ргооезгиз) — предтечка; эструс (оез{гиз) —- течка и мета- 
эструс (те{аоезгиз) — период после течки. 

Для установления срока беременности отбирали самок с точ- 
но зарегистрированным временем спаривания. С этой целью сам- 
цов предварительно рассаживали по одному и поздно ночью под- 
саживали к ним самок. Через несколько часов у самок можно 
было обнаружить во влагалище плотную белую пробку — сгу- 
сток секрета придаточных желез мужского полового аппарата, 
во влагалищном мазке присутствовали сперматозоиды. 

Исследование действия половых гормонов, вводимых извне, 
производили всегда на кастрированных животных, чтобы ис- 
ключить собственный источник этих гормонов в организме и 
сделать экспериментальный материал более однородным. 1 

С момента кастрации До начала введения эстрогенов мышей 
выдерживали в течение 20—30 дней для стабилизации нового 
гормонального баланса и АН на содержание эстроге- 
| ж егенерации яичн у р 
о а о продажный препарат эстов 
(эстра-1,3.5 (10) -триен-8-ол-17-она) — одного 18) о В 
Но вырабатываемых + ан бы. или ева 
дили под кожу спины в растворе ры Ия 
масла, которое слегка подогревали. Ежели 
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в 
доза на мышь составляла 25 единиц (/Ё) ' продажного препара- ; 
та (соответствует 2,5 у) в 0,1 мл масла. Поскольку после введе- ого ре по 
| ния гормона должно было пройти время, достаточное для прояв- дел? прошеб 
И ления его действия (см. гл. У), мышей забивали всегда через | ра! 
| 24 часа после последней инъекции. й ' `митоз так 
Вскрыв брюшную полость мыши, вырезали ножницами матку фазу, лель 
с яичниками и растягивали на узкой полоске плотной бумаги (во | Пар я НИЯМИ 
избежание сильного сокращения тканей), после чего сразу же мене эпите: 
опускали в фиксатор. Для фиксации применяли сулемовые фик- В рами: 
саторы, обеспечивающие хорошее окрашивание всех тканей спосо цис 
матки: жидкость Ценкера и жидкость Максимова, а также быст- общему чет 
ро проникающий спиртовый фиксатор — жидкость Карнуа. ‚ аж ри 
Время фиксации матки в сулемовых фиксаторах составляло сти) П зар! 
4 часа, в жидкости Карнуа — 30 мин. После промывания объекта 178 раз =. 
его помещали в 70-градусный спирт. матки, пр а 
Перед дальнейшей обработкой в каждом случае вырезали отмечали р 
бритвой среднюю часть одного из рогов матки, чаще правого, и азы делент 
после обычной подготовки заливали в парафин. Из залитых ку- : ную бумагу, 
сочков приготовляли поперечные серийные срезы через рог мат- торзионных 
ки толщиной 7—8 ц, которые после проведения через ксилол и ’ эпителия, а: 


| спирты окрашивали и, обезводив, заключали в бальзам. 

Для окрашивания препаратов матки в целях подсчета мито- 
Зов использовали главным образом гематоксилин по Караччи 
или гематоксилин Майера, иногда с докраской эозином. В слу- 
чае необходимости дифференцировать соединительнотканные 


тозов на ед! 
ляет судить 
ным образом 
намику митс 


В 
элементы применяли метод Маллори. я 
Для приготовления препаратов роговицы у мыши извлекали ОВ ра: 
оба глазных яблока, которые погружали на | час в жидкость на ты‹ 


Карнуа, а затем, промыв в спиртах, переносили в 70-градусный 
спирт. В дальнейшем один глаз помещали в чашку Петри с ди- 
стиллированной водой. Глазными ножницами осторожно выреза- 
ли роговицу по краю радужной оболочки и, промыв ее еще раз 
в дистиллированной воде, окрашивали гематоксилином Майера 
или по Караччи. Затем из роговицы готовили тотальный препа- 
рат, для чего после обычной проводки через спирты и карбол- 
ксилол ее помещали в чашку с ксилолом и надрезали по краям 
ножницами так, чтобы она разделилась на четыре сектора. Это 
обеспечивало в дальнейшем равномерное расположение рого- 
вицы между предметным и покровным стеклами. Непосредствен- 
но после заключения роговицы в бальзам на покровное стекло 
помещали на некоторое время небольшой груз. 

Основные приемы исследования митотического режима тка- 
ней. Просмотр препаратов производили под иммерсией (окуляр 
ТЖ, объектив 90Х) в микроскопе системы «Люмипан». Подсчет 


1 ЛЕ — интернациональная единица специфической активности эстрогенов, 
создаваемой 0,1 препарата. Утверждена на Международной конференции по 
стандартизации половых гормонов в 1935 году (см. Напё, 1959). 
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митозов осущес 
во пе м непременной регистрацией фаз клеточ- 
ние ВВ о х дновременно их топографическое распре- 
ее О обеих тканей. С целью охватить 
О м деления учитывали следующие фазы 
И зу, профазу, метафазу, анафазу и тело- 
ый ра в состоянии реконструкции (см. рис. 1—2). 
с этим вели наблюдения за морфологическими ‘из- 


менениями изучаемых тканей 


В эпителии матки м ‹ий г 
способами: относили р индекс определяли двумя 
общему числу клеток [ нае В а 
я М. ГЛ. 
каждом четвертом срезе а ма ыы 2 Е: 
р тки (считая от его верхней ча- 
сти) под рисовальным аппаратом Эдингера при увеличении в 
178 раз зарисовывали контуры эпителия, выстилающего полость 
матки, производя 10—15 таких зарисовок. На каждом рисунке 
отмечали расположение митозов для данного среза с указанием 
фазы деления. Затем контуры рисунка переводили на стандарт- 
ную бумагу, вырезали рисунок ножницами и взвешивали его на 
торзионных весах. Зная вес 1 см? бумаги, определяли площадь 
эпителия, а затем вычисляли митотический индекс как число ми- 
тозов на единицу площади. Этот способ удобен тем, что позво- 
ляет судить о топографии митозов в ткани. Его применяли глав- 
ным образом в тех сериях опытов, где изучали параллельно ди- 
намику митотического режима и морфологию матки. 

В других опытах был использован более распространенный 
способ выражения митотического индекса в промилле (число ми- 
тозов на тысячу клеток). Для этого подсчитывали, как и в пер- 
вом случае, число митозов в эпителии полости матки в десяти 
срезах и, кроме того, общее число клеток эпителия в трех — 
четырех срезах, а затем определяли отношение среднего числа 
митозов к среднему числу клеток в одном срезе и полученное от- 
ношение умножали на тысячу. Для подсчета числа митозов в 
эпителии роговицы в окуляр микроскопа вставляли прямоуголь- 
ную диафрагму, ограничивавшую поле зрения определенной ве- 
личины (0,01 мл?). На покровное стекло препарата роговицы 
тушью наносили взаимноперпендикулярные линии. По обе сто- 
роны каждой из этих линий последовательно просматривали все 
поля зрения с регистрацией числа митозов. Таким способом 
учитывали митозы как центральных, так и периферических 
Участков эпителия. В среднем на роговицу просматривали оолее 
140 полей зрения, причем одно поле содержало приблизительно 
190 клеток базального слоя эпителия (в каждом случае опреде- 
ляли число клеток в трех полях зрения и выводили среднее). 
Применение диафрагмы позволяло вычислять митотическии ин 

на единицу площади эпителия, 
декс не только в промилле, но и ползает аира 
если возникала необходимость сопоставления полу хр 


зультатов с данными других работ. 
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Для большинства приводимых в работе данных ВЫЧИСЛЯЛи 
величины ошибок средних арифметических (=). С целью бо- 
лее строгого определения степени этой достоверности устанав- 
ливали вероятность случайного различия средних величин (Р) 
по методу Фишер — Стюдента; различия считали достоверными 
при Р< 0,01. 


Отдельные методические приемы будут описаны в ходе изло- 
жения материала. 


2. МИТОТИЧЕСКИЙ РЕЖИМ ЭПИТЕЛИЯ МАТКИ 
И ЭПИТЕЛИЯ РОГОВИЦЫ 


НА ПРОТЯЖЕНИИ ЭСТРАЛЬНОГО ЦИКЛА 2 


Эстральный цикл и его гормональная обусловленность. Эст- 
ральный цикл млекопитающих выражается в ритмической смене 
периодов течки и покоя, регулируемой поступлением в кровь гор- 
монов передней доли гипофиза и яичников. Яичники продуциру- 
ют два вида гормонов — эстрогены и прогестерон, секреция ко- 
торых связана с определенными этапами функционирования 
органа: первых —с ростом и созреванием фолликулов  (отсю- 
да — название фолликулин), второго — с образованием и разви- 
тием желтого тела. Периодичность в функционировании яични- 
ков (овариальный цикл) обусловлена согласованным взаимодей- 
ствием гормонов яичника и двух гонадотропных гормонов 
гипофиза: фолликулостимулирующего (ФСГ) и лютеинизирую- 
щего (ЛГ). 

Усилиями экспериментаторов (см. Эскин, 1951; Л. \. Еуеген, 
1961; Огеер, 1961; Ригуез, 1961; Лазарев, 1963, и др.) вскрыты 
основные принципы осуществления и авторегуляции овариально- 
го цикла (рис. 19). 

Под влиянием ФСГ в обоих яичниках начинается созревание 
фолликулов, которые по мере роста усиленно секретируют эстро- 
гены (фолликулин — рис. 19, 1). Высокий уровень фолликулина 
в крови, характерный для периода течки (эструса), приводит к 
торможению секреции ФСГ (рис. 19,2) и одновременно — к сти- 
муляции секреции ЛГ (рис. 19, 3), под влиянием которого в кон- 
це течки происходит овуляция. В это время фолликулы лопаются 
и выбрасывают яйцеклетки, попадающие в яйцеводы. В яичниках 
начинается лютеинизация фолликулов и превращение их в жел- 
тые тела, секретирующие прогестерон (рис. 19, 4). В случае, если 
оплодотворения не происходит, яйцеклетки погибают в яйцево- 
дах, и наступает состояние покоя (диэструс). Прогестерон угне- 
тает лютеинизирующую функцию гипофиза (рис. 19, 5), что вле- 
чет за собой атрофию желтых тел; наблюдается усиление фолли- 


2 См. Епифанова, 1958, 1959а, 19616, в. 
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Таблица 4 


Средний митотический индекс в эпителии матки у мыщей 
на разных стадиях эстрального цикла 


Стадия цикла т М! (на ед. пл.) 

1-й день 10 0,95-=0,14 

Диэструе {2-й день й 5 0,00--0,00 

3—5-й дни и 5 0,02--0,006 

Нроэгруе . . А. :, о 6 0,86--0,02 
| ЗЕ ДЕН аа 5 0,07-0,94 

Эструс ОДЕНЬ, оао ео а 5 0,004--0,001 

3—5 В а етвих : 7 0,006--0,0014 
Эструс—метаэструе.... 3 6 0,23-0,08 
Мета етруе п.с. т 6 0,64--0,1 
Метаэструс—диэструс и Бы 10 0,69--0,1 


не позволяло прийти к определенному заключению по этому во- 
просу. Данные о митотическом режиме эпителия роговицы на 
протяжении эстрального цикла в литературе отсутствуют. Ска- 
занное обусловило постановку двух опытов, описываемых ниже. 
Опыты проведены на 120 самках весом 20—25 г. Стадии эстраль- 
ного цикла определяли при ежедневном двукратном взятии у мы- 
шей влагалищных мазков в течение 10—1 1, а в некоторых случа- 
ях до 20 дней, после чего животных обезглавливали. Последний 
мазок у каждой мыши был взят непосредственно перед забоем. 

Частое взятие влагалищных мазков позволило установить, 
что большинство подопытных мышей циклирует регулярно, то 
есть у них можно было наблюдать последовательное наступление 
всех стадий эстрального цикла. Однако вариации во времени 
протекания той или иной стадии у различных животных оказа- 
лись довольно значительными. Продолжительность всего цикла 
также варьировала, составляя в среднем 8 дней. 

Задачей первого опыта являлась подробная характеристика 
митотического режима эпителия матки с параллельным описа- 
нием морфологических изменений. Поэтому опыт был проведен 
на большом числе животных, с детальным изучением по дням 
каждой стадии цикла и учетом всех переходных этапов. Матку 
фиксировали в жидкости Ценкера и окрашивали гематоксили- 
ном и по Маллори, а часть препаратов — по Фёльгену и по 
Браше. В каждом случае зарисовывали контуры матки и мито- 
тический индекс определяли на единицу площади эпителия. 

В задачу второго опыта входило сопоставление митотиче- 
ского режима эпителия матки и эпителия роговицы на протя- 


132 


с 
ух: 


жении эс = 
ные ЕЕ я. опыте учить 
ИИ <. учитывал у 
Карнуа и о Е ткани фиксировали в А. 
Е - матоксилином Май 
индекс вы Е лином Майе и 
НР в промилле от общего п 
зу. аты ы клеток. 
а фенов представлены в табл. 4 и изобра- 
С. 20, где по ос 
чения м ‹ : и ординат отлож ы 
титотического индекса (МГ), по оси бете 


В этом 


м1 


1 
‚о 0,%5 


6 

а 

д 4 4,;Па 3% 3; Эмм Млд, 
Стадии цикла 

Рис. 20. Митотический режим в эпителии матки 
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эстрального цикла (основные и переходные) с соблюдением по 
возможности временных отношений между ними. При построе- 
нии кривой объединили близкие между собой показатели Жи“ 
вотных, забитых на 3—5-й дни диэструса и соответственно в те 
же дни эструса. 

Как показывает график, митотическая активность в эпите- 
лии матки неодинакова на разных стадиях эстрального цикла 
и выражается двухвершинной кривой с максимумом клеточных 
делений в проэструсе и в начале диэструса. 

По окончании диэструса, на всех сроках которого, кроме 
первого дня, митотический индекс близок к нулю (М/=0,025), 
в эпителии матки наступает резкое увеличение числа клеточных 
делений (в проэструсе М/-=0,86), сменяющееся столь же 
быстрым его падением к началу эструса. В первый день ре 
митотический индекс равен 0,07, а в дальнейшем он еще о 
снижается, практически не изменяясь затем на протяй 
всей течки (МГ=0,004 и 0,006). При переходе к метаэстру ы 
наступает постепенное увеличение митотического са 
(М!=0,23), которое продолжается вплоть до первого дня Д 
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эструса, когда число клеточных делений достигает второго пика 
(М!1=0,95). Но уже на второй день диэструса митотический 
индекс равен нулю. 

Ввиду отсутствия трансгрессий между величинами митотиче- 
ских индексов, из которых выводили средние для групп с наи- 
большими (первый день диэструса, проэструс) и наименьшими 
(2—5-й дни диэструса, эструс) показателями, установленные 
различия можно считать достоверными. 

Наблюдаемые сдвиги митотической активности соответству- 
ют тем морфологическим изменениям, которые претерпевает 
эндометрий на протяжении эстрального цикла. Первый подъем 
митотической активности совпадает во времени с интенсивным 
разрастанием эпителия матки в проэструсе. Быстрое окончание 
процессов пролиферации эпителия сопровождается столь же 
резким падением в нем темпов клеточного деления, которые 
остаются низкими на всем протяжении эструса. Второй подъем 
митотической активности при переходе к метаэструсу совпадает 
во времени с процессом регенерации эпителия, протекающим 
одновременно с постепенным отторжением эпителиальных кле- 
ток в просвет. Восстановительные процессы в эндометрии про- 
текают медленнее, чем пролиферативные разрастания эпителия 
матки в проэструсе, и подъем митотической активности также 
происходит постепенно. После завершения реконструкции эпи- 
телия матка приходит в состояние диэструса. Митотическое 
деление клеток в эпителии на этой стадии почти не наблю- 
дается. 

В процессе исследования было установлено, что вагиналь- 
ные мазки не всегда точно отражают циклические изменения, 
происходящие в матке. Так, фаза пролиферации наступает в 
матке, по-видимому, раньше, чем во влагалище, и, когда кар- 
тина мазка еще соответствует диэструсу, эндометрий оказы- 
вается уже типичным для проэструса. На это обращали внима- 
ние и другие авторы, например Рихтер (1949). По окончании 
течки изменения во влагалище, наоборот, предшествуют про- 
цессу реконструкции эпителия матки. Мазок характерен для 
диэструса, в то время как матка фактически еще не приходит 
в состояние покоя. Этим, по-видимому, и объясняется высокая 
митотическая активность эпителия матки в первый день ди- 
эструса, устанавливаемого по вагинальному мазку. 

Таким образом, проведенный опыт показал, что на протя- 
жении эстрального цикла в эпителии матки у мышей имеет 
место двукратный подъем числа митозов: первый в проэструсе, 
когда происходит разрастание эндометрия перед овуляцией, и 
второй в метаэструсе — диэструсе, при смене эпителиального 
пласта в случае несостоявшегося оплодотворения. Эти данные 
были подтверждены МЛагучевым (1962), также получившим 
двухвершинную кривую митотической активности в эпителии 
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матки у мышей с максимумом делений в проэструсе и в первый 
день диэструса. Еще позднее Берталанфи и Лау (Веца|апИу 
а. Гац, 1963) в опытах на крысах подтвердили полученные нами 
результаты (Епифанова, 1958). По-видимому, расхождение с 
упоминавшимися ранее данными Буллоу (1946) объясняется тем, 
что в его опытах несколько иначе учитывались стадии эстраль- 
ного цикла. 

В следующем опыте было предпринято сопоставление в тех 
же условиях митотического режима эпителия матки и эпителия 
роговицы. Результаты этого опыта, полученные при исследова- 
нии одних и тех же животных, представлены в табл. 5 и 
на рис. 21. При выведе- 
нии средних величин 
митотических индексов 
учитывали только 0с- 
новные стадии эстраль- 
ного цикла. 
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Никаких морфологических изменений в эпителии роговицы 
на протяжении эстрального цикла не обнаружено. 

Для дальнейшего анализа вопроса по данным каждого из 
опытов был вычислен коэффициент фаз, представляющий 
собой отношение суммы ранних фаз митоза к сумме поздних 

РИМ 
фаз (Кь= АТ --пт › ГДе РП — ранняя профаза, П — профаза, 
М — метафаза, А — анафаза, Т — телофаза и ПТ — поздняя 
телофаза). В обеих тканях на всех стадиях цикла величина 
Кф была больше единицы (К ›>1), что указывает на обычное 
преобладание ранних фаз митоза, характерное для процесса 
клеточного деления в тканях сформированного организма (см. 
Уткин, 1958; Доброхотов, 1959а, и др.). Незначительные коле- 
бания величины Ку и одинаковый процент метафаз в эпителии 
матки на всех стадиях цикла позволяют считать, что продол- 
жительность отдельных фаз митоза практически не меняется, 
а наблюдаемые подъемы митотической активности являются 
результатом вступления в митоз большего числа клеток в про- 
эструсе и в метаэструсе. Однако определение коэффициента 
фаз дает лишь косвенные доказательства в пользу той или иной 
возможности протекания процесса; для достоверного суждения 
0б изменении длительности митоза по сдвигу соотношения его 
фаз нужны исследования с частой фиксацией материала на 
протяжении отрезка времени, не превышающего длительность 
митоза. 

Проведенные опыты показали, что на протяжении эстраль- 
ного цикла № мышей в эпителии матки митотический индекс 
дважды резко увеличивается, в то время как в эпителии 
роговицы число клеточных делений практически не изме- 
няется. Четкая зависимость интенсивности митотического 
деления в эпителии матки от той или иной стадии цикла указы- 
вает на несомненную гормональную обусловленность этих 
сдвигов. 

Первый, быстрый по времени подъем митотической актив- 
ности в проэструсе естественно было связать с повышением 
концентрации эстрогенов в крови, а второй, более постепенный 
подъем в метаэструсе — с изменениями гормонального баланса, 
сопутствующими образованию И функционированию желтых 
тел (см. рис. 19). 

В таком случае в условиях угнетения функции яичников мож- 
но было ожидать снижения митотической активности эпителия 
матки. Следующий опыт, в котором исследовали только матку, 
посвящен проверке этого предположения. 
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3. МИТОТИЧЕСКИ 
В УСЛОВИЯХ НА 


Й РЕЖИМ ЭПИТЕЛИЯ МАТКИ 
РУШЕНИЯ ЭСТРАЛЬНЫХ ЦИКЛОВ 3 


рее: а и РУщения эстральных 

х ЦИК ‹ : 

стрессорами (авт ты вызвать в эксперименте различными 

вило, кКратковременнь ‚› Раздел 2), но эти нарушения, как пра- 

торе Однако о носить внеовариальный харак- 
гри лучить стойк ‹ 

рону удлинения диэстру кие изменения цикла в сто- 


р са вплоть до полного прек 
циклирования (см. обзор Геаеш, 1961). рекращения 


К числу факторов, у . Е 
САНЯ к: Е функцию яичников, отно- 
приводит ухоли. Известно, что рост опухоли 
ик значительным нарушениям обменных процессов в 

› которые распространяются и на его гормональный 
баланс. Уже давно многими исследователями (см. Ларионов, 
1938, и др.) были обнаружены в яичниках крыс и мышей, под- 
вергавшихся действию канцерогенных веществ, атрофические 
изменения, сходные с теми, которые имеют место при старе- 
нии. Эти результаты были подтверждены и данными клиники. 

Специальное ‘исследование эстральных циклов у мышей 
после внутримышечной прививки им карциноматозной опухоли 
было проведено Манертом (МаВпег, 1927), который наблюдал 
двухфазные изменения цикла. Первая фаза, продолжавшаяся 
около двух недель после прививки, заключалась в преждевре- 
менном наступлении и удлинении периода течки. Во второй 
фазе, напротив, удлинялась стадия диэструса, и к 20—30-му 
дню после прививки опухоли животные прекращали циклиро- 
вать. В более поздней работе Эскина и др. (1955) отмечаются 
отклонения в степени активности отдельных форм эстрогена на 
протяжении менструального цикла у женщин, больных раком 
молочной железы. О нарушении эстрального цикла у белых 
крыс при экспериментальных опухолях головного мозга сооб- 
щил Денисенко (1963). 

Все вышеизложенное позволяет считать, что наличие в орга- 
низме животного очага злокачественного роста небезразлично 
для нормального циклирования, причем расстройство эстраль- 
ных циклов является в данном случае следствием угнетения 
функции яичников. Большинство авторов приходит к вы 
тормозящем влиянии очага злокачественного роста н о» 
клеток в лканях, непосредственно не пораженных опухолью. 

< и Уткин (1955) наблюдали снижение 
Так, Козлов (1953, 1957) . ко 
числа митозов в эпителии роговицы У ору: — ее 
прививки аденокарциномы Эрлиха. В опытах п. 

р чен и при развитии у мышей опухолей, 
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вызванных в 
аренаиЕ: и. Найпави, 1957а) отмечают тормозящее влияние 
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перевиваемой саркомы на митотическую активность эпителия 
роговицы и аденокарциномы Эрлиха — на деление клеток в ки- 
шечнике у мышей. Сходные данные были получены на крысах 
Гололобовой (1958), обнаружившей снижение интенсивности 
клеточного размножения в эпителии роговицы, кишечника и 
кожи у крыс с привитой саркомой М-1. 

Следует сказать, что упомянутые исследователи не считают 
специфическим воздействие опухолевого очага на митотическую 
активность тканей (см. Козлов, 1957, и др.). По мнению Уткина, 
злокачественная опухоль вызывает нарушение общих механиз- 
мов, контролирующих клеточное деление. Дьердьяи и Хаднадь 
связывают наблюдаемое ими снижение митотической активно- 
сти при опухолевом росте со степенью кахексии организма. 

Наряду с этим в литературе имеются данные о стимулирую- 
щем действии перевиваемых опухолей на деление клеток, на- 
пример, в печени (Аппаи её а|., 1951; РирЙап, 1956; МаНтотеп, 
1956; Маога а. Маога, 1957; ЕисН$ её а|., 1961) и других органах 
(Пужака, 1963), а также об отсутствии влияния опухоли на 
митотическую активность тканей, расположенных вне очага 
злокачественного роста (Еисйз и. Типо, 1960). 

В связи с вышеизложенным были поставлены опыты по из- 
учению эстральных циклов и митотического режима в эпителии 
матки у мышей после прививки опухоли. В опыт было взято 
125 половозрелых самок весом в среднем 20 г, которые были 
разбиты на две подопытные группы (по 50 мышей в каждой) 
и одну контрольную. Для получения подкожных опухолей 
использовали асцитную форму аденокарциномы Эрлиха (0,2 мл 
при каждой прививке). Мыши подопытных групп различались 
между собой сроком роста опухолей — соответственно 10 и 
20 дней. Принимая во внимание обнаруженный ранее факт зави- 
<имости темпов роста аденокарциномы от места ее прививки 
(Епифанова, 1956), асцитную жидкость вводили половине жи- 
вотных каждой подопытной группы в область лопатки, а другой 
половине в область бедра. Контрольным животным прививку 
опухоли не производили. Матку фиксировали в жидкости Ценке- 
ра и окрашивали гематоксилином по Караччи и гематоксилин- 
эозином. Митотический индекс вычисляли на единицу площади 
эпителия. Большинство контрольных и подопытных мышей до 
прививки опухоли циклировало регулярно. В процессе исследова- 

ния не было отмечено различий в циклировании мышей в зави- 
симости от места прививки опухоли, что позволило суммиро- 
вать материал, принимая во внимание только сроки р опу: 
холей. Средний вес 10-дневных опухолеи составлял мг, 


-дневных — 4045 мг. д в 
я а 6 приведены данные о количестве мышей в диэструсе 


к моменту забоя и о средней продолжительности диэструса на 
разных сроках развития опухоли. 
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Таблица 6 
Число вотных в диэстрисе к 
л0 жи 0 7] 
х у 


момен. 6 
и средняя продолжительност, а 


ь диэструса 


на ра. 9 х 
различных сроках роста опухоли 


Число жу 
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к моменту заб 
а нту забоя Средняя про- 


Характеристика группы живот- : должитель- 
Уппы = ее а 
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Контрольные животные 


Животные с 410-дневной опу- 
холью я 


о 2 5,3+0,8 


Животные с 20-дневной опу- 
холью . Е 


Из таблицы следует, что уже на 10-й день после прививки 
опухоли все мыши переходят в состояние диэструса, в то время 
как процент таких мышей в контроле равен 65,2. Принимая во 
внимание, что вагинальные мазки не всегда точно отражают 
пиклические изменения в матке (см. предыдущий раздел), 
дополнительно был вычислен процент животных в диэструсе не 
только по картине вагинального мазка, но И по состоянию эндо- 
метрия. Этот процент оказался равным на 20-й день после при- 
вивки опухоли 94,3, на 10-й день — 90,4, в контроле — 60,8 (см. 
табл. 6). 

Средняя продолжительность диэструса У животных с 
10-дневными опухолями составляла 4,6-0,4 дня (считая с мо- 
мента прививки). Это небольшое по сравнению с, контролем 
снижение не является достоверным (Р = 0,23). У мышей с 
20-дневными опухолями средняя продолжительность диэструса 
увеличилась до 121=0,7 дня, что реально превышает соответ- 
ствующие показатели как для контрольных а и для 
животных ©  10-дневными опухолями (Р в 000их случаях 
< > 
а по мере роста опухолей А т 
Аа и и Е позеой ВиО судить 
давлении У них Вполне, мерно было допустить, 

го угнетения. Вполне правомер У 
а < тных находилась К моменту забоя 
что часть подопытных живо о ас уса, вслед за ко- 
на стадии обычно ИЕ ебовалось выяснить, в течение 
торым могла наступить ее ичных групп ьИСЬ 
какого времени ое ее |. этих вычислений сведены 
в состоянии диэструса: Результат : 
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Таблица 7 


Количество мышей с различной продолжительностью 
диэструса до забоя 


Процент животных с продолжи- 
| Число жи- тельностью диэструса до забоя 
Характеристика группы вотных в 
группе ы и Е 
1—5 дней | 6—10 дней |11—17 дней 
Контрольные животные ... 14 57,0 43,0 = 
Животные с 40-дневной опу- 
О ны 38 71,0 29,0 = 
Животные с 20-дневной опу- а 
ВОЛЕЮ ризы хи 35 15,0 15,0 70,0 


Как показывает таблица, 57% контрольных животных нахо- 
дилось перед забоем в диэструсе в течение 1—5 дней, у 43% 
диэструс продолжался свыше 6 дней. У мышей с 10-дневными 
опухолями эти цифры составляют соответственно 71 и 29%. 
Таким образом, количество мышей, продолжительность ди- 
эструса у которых перед забоем не превышала 1—5 дней, в 
группе животных с 10-дневными опухолями оказалось даже 
выше, чем в контроле. Это позволяет считать вполне вероятной 
возможность циклирования известной части мышей на этом 
сроке развития опухоли. 

Иная картина наблюдалась у животных с 20-дневными опу- 
холями. Здесь только у 15% всех мышей диэструс продолжал- 
ся перед забоем в течение 1—5 дней и у такого же количе- 
ства — в течение 6—10 дней. Основная масса животных (70%) 
не циклировала перед забоем от 10 до 17 дней. Анализ дина- 
мики угнетения эстрального цикла у мышей с 20-дневными опу- 
холями показал, что к 10-му дню развития у них опухолей 
число животных, находившихся в диэструсе в течение 1—5 дней, 
было почти таким же, как и в контроле (61%). Следовательно, 
нарушение эстрального цикла проявляется на более поздних 
сроках развития опухоли. 

Таким образом, проведенные опыты показали, что подкож- 
ная прививка мышам аденокарциномы Эрлиха приводит к 
определенным нарушениям эстральных циклов, выражающимся 
в удлинении стадии диэструса вплоть до полного прекращения 
циклирования. Эти изменения могут быть отчетливо констати- 
рованы на 20-й день после прививки опухоли. Динамика изме- 
нений числа митозов на протяжении эстрального цикла у кон- 
трольных животных представлена на рис. 22. Ход кривой в 
целом подтверждает полученные ранее результаты (см. 
рис. 20). 
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Рис. 29. Митотический индекс в эпителии 
матки у мышей контрольной группы из 
опыта с нарушением эстрального цикла 


исключали данные по митотической активности контрольных 
мышей в первый день диэструса, когда матка еще не приходит 
в состояние покоя, и митотический индекс очень высок. Резуль- 
таты этих вычислений представлены в табл. 8. 


Таблица 8 


Средний митотический индекс в эпитглий матки у мышей 
на разных срохах позле прчвивки опухоли 


Число жи- 
Характеристика группы вотных М1 (на ед. пл.) 


Контрольные животные п 
Животные с 10-дневной опухолью .. 
Животны? с 20-дневной опухолью 


Как следует из таблицы, средний митотический индекс У 
контрольных животных равен 0,15-=0,05. На 10-й есь 
прививки опухоли он уменьшается вдвое, однако это р лич 
не является достоверным (Р = 0,16). К 20-му дню после при- 
ВИВКИ митотический индекс снижается еще больше; это умень- 
шение оказывается достоверным по ‚сравнению, р Н. 
митотического индекса у контрольных животных -\ г 
В то же время разница между митотическими инд м 
мышей с 10- и 20-дневными опухолями недостоверна ( и 

Таким образом, на 90-й день после прививки опухо: У 
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мышей происходит отчетливое уменьшение митотической актив- 
ности эпителия матки. Однако прямой зависимости снижения 
митотического индекса от длительности диэструса обнаружить 
не удалось (табл. 9). Что касается мышей с 10-дневными 


Таблица 9 


Сопоставление митотических индексов у мышей с 20-дневными опухолями, 
находившихся в диэструсе различное время д0 момента забоя 


Продолжительность диэструса до забоя, дни 


п ател о - й с = 

ы" 3 | а | 5 | в | в | 9 | [и [2 м вп 
Число животных ‚..| 1 За 4 1 2 1 ЭТ 1 ^ 3 1-0 
Средний МГ..... 0,001 0,2 10,0410 ,02 в. 0,0110,1310,00]0,02 


опухолями, то у них наблюдалась лишь тенденция к снижению 
митотической активности. 

Проведенный анализ соотношения ранних и поздних фаз 
митоза в эпителии матки показал отсутствие существенных 
различий в величине Ку у контрольных и подопытных живот- 
ных. Следовательно, снижение митотической активности в ре- 
зультате прививки опухоли происходило не за счет ускорения 
митоза, а вследствие уменьшения числа клеток, вступающих 
в деление. 

Результаты этой части исследования позволяют прийти к 
выводу о том, что прививка мышам аденокарциномы Эрлиха 
вызывает снижение митотической активности в эпителии матки, 
отчетливо обнаруживающееся на 20-й день после прививки 
опухоли. 

Полученные данные подтверждали результаты работ тех 
авторов, которые наблюдали уменьшение числа митозов в дру- 
гих тканях мышей и крыс после прививки опухолей. Расстрой- 
ство вплоть до полного прекращения эстральных циклов у 
мышей с привитыми опухолями свидетельствовало о снижении 
концентрации эстрогенов в крови. Это подтверждало предполо- 
жение о том, что эстрогенам принадлежит важная роль в регу- 
ляции митотического режима эпителия матки. В частности, 
вполне правомерно было связать первый подъем митотической 
активности в эпителии именно с повышением концентрации 
эстрогенов в крови. 

Однако данные, полученные в этой части исследования, не 
позволяли объяснить все наблюдаемые сдвиги числа митозов в 
эпителии матки только изменением содержания в крови эстро- 
генов. По-видимому, ход кривой в целом мог зависеть от вклю- 
чения в процесс регуляции митотического режима других гор- 
мональных факторов. Об этом свидетельствовало, например, 
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генов в крови (см. рис. 50 и 51) ижении концентрации эстро- 


Полученные 
у ные данные позволили предположить возможное 


участие гормо 
учас | на желтого тела в регуляции митотического ре- 


НЫ матки. Проверке этого предположения были по- 
св ы ты, излагаемые в следующем разделе 


4. МИТОТИЧЕСКИЙ РЕЖИМ ЭПИТЕЛИЯ МАТКИ 
НА РАННИХ СРОКАХ БЕРЕМЕННОСТИ 


а В эпителий, матки у мышей дважды на 
эстрального цикла наблюдается подъем числа ми- 
тозов. Второй подъем начинается при переходе от эструса к Ме- 
таэструсу, когда происходит овуляция с последующим образо- 
ванием желтых тел (см. рис. 19). Поскольку эти события не- 
посредственно предшествуют увеличению числа мМитозов В 
эпителии матки, казалось логичным связать второй подъем ми- 
тотической активности эпителия с функцией развивающегося 
желтого тела. Это предположение нуждалось В эксперимен- 
тальной проверке, так как, согласно существующему мнению, 
желтые тела У крыс и мышей становятся функционально актив- 
ными лишь после спаривания Или некоторых искусственных 
вмешательств (см. Эскин, 1951: 7. №. Еуегей, 1961; Уоцие, 1961, 
и др.). В связи с вышеизложенным в задачу исследования вхо- 
дила характеристика митотического режима матки У мышей на 
ранних сроках беременности, когда происходит естественная 
активация желтых тел, и содержание прогестерона в крови ста- 
новится максимальным (Телегди и др., 1964). 

Изучению митотического режима У беременных животных 
посвящено сравнительно немного работ, уже упоминавшихся 
в гл. У, причем исследовали главным образом поздние сроки 
беременности, когда возрастает содержание эстрогенов в кровь 
При этом в органах-мишенях обычно наблюдали увеличени 
ЧАС МИ в. 1940) провел обширное исследование по 

. ‹ой активности фолликулярного аппа 
определению митотической & т ил подъемы и 
рата яичников У беременных кры БАдеди 3 У апшоза: эти из- 
спады числа делящихся клеток в ы 


объясняет сдвигами в количестве гонадотропинов, 
ета рбемих передней долей гипофиза и ых ее 
(Тайтап, 1954) показал увеличение числа клеточных лес, 
в передней доле типофиза у мышей. начиная |. м 
ременности, что, по его мнению, обусловлен } 


личеством пиркулирующих в крови эстрогенов. Лагучев (1959а) 
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наблюдал подъем митотической активности эпителия молочных 
желез у мышей на четвертые и особенно на восьмые, 15 и 18-е 
сутки беременности. 

С другой стороны, по данным Алова (19576), чрезмерное по- 
вышение концентрации эстрогенов в крови у мышей во время 
беременности действует угнетающе на деление клеток в ряде 
органов, не связанных непосредственно с половой системой 
(эпителий роговицы, языка, кишечника). 


Таблица 10 


Средний митотический индекс в эпителии матки у мышей 
на различных сроках беременности 


5-е сутки 8-е сутки 


2-е сутки 3-и сутки 
0,206=0,090 0,282=0,050 | 0,005=0,001 0,000=0,00 
(15)* (9) (8) (9) 


* В скобках указано число животных 


Перечисленные работы, как это следует из их содержания, 
позволяют судить лишь о роли эстрогенов в регуляции деления 
клеток и не освещают вопроса об участии в этом процессе 
гормона желтого тела. Для решения этого вопроса были по- 
ставлены специальные опыты. Исследование проводили на 
мышах весом 20—25 г; всего под опытом находилось 200 самок. 

У самок предварительно исследовали эстральный цикл, и в 
стадии раннего эструса подсаживали их к самцам. Показате- 
лем спаривания служило наличие вагинальной пробки (см. раз- 
дел 1). Покрытых самок забивали на вторые, третьи, пятые 
и восьмые сутки беременности. 

Матку, яйцеводы и яичники беременных мышей фиксиро- 
вали в жидкости Ценкера. Поперечные серийные срезы через 
рог матки окрашивали гематоксилином по Караччи. Митотиче- 
ский индекс выражали числом митозов на единицу площади 
эпителия. 

Сроки беременности уточняли по стадиям развития заро- 
дышей, для чего, кроме матки, резали серийно яйцеводы. Ста- 
дии развития идентифицировали по таблицам Соботта_ (50- 
БоНа, 1895, 1903, 1911) и Буркхарда (ВигсКВага, 1900). Иссле- 
дование вагинальных мазков показало, что уже на третьи сутки 
после спаривания все подопытные мыши переходят в состояние 
диэструса. На вторые сутки после спаривания диаметр рога 
матки значительно меньше, чем в эструсе. В яицеводах в это 
время можно обнаружить зародыши на стадии двух Он 
ров. Митотический индекс в эпителии матки на этом сроке 
беременности равен 0,206+0,09 (табл. 10). Как было показано 
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та стадии 8 16 бласто иеров, что указывает на 48—60-часовую 

беременность Ми (9) : И ДЕ в эпителии матки равен 
1 . ический ин 

0,282 Е 0,05; он ма 


ло ме 

На фо КЕ ие пр суток. 
бодво ЗЕЯ облас они полости рога матки сво- 
р Пр аПойяаюмия в антимезоме- 
ндеке ой, те и ь й части просвета. Митотический 
О тому времени снижается до 0,005 = 

, равнению с третьими сутками досто- 
верны: Р< 0,0001). К началу восьмых суток после спаривания 
клеточное деление в эпителии отсутствует. 

Таким образом, у беременных мышей наблюдается некото- 
рый подъем митотической активности в эпителии матки на вто- 
рые и третьи сутки беременности, по сравнению с обычной ми- 
тотической активностью в эструсе и снижение ее до очень низ- 
ких величин уже на пятые сутки. Вскоре после этого срока 
начинается инволюция полости матки с постепенной резорбцией 
эпителия. 

Как уже было сказано, на вторые и третьи сутки беременно- 
сти митотический индекс в эпителии матки равен соответ- 
ственно 0,206 и 0,282; эти значения очень близки к величине ми- 


тический индекс у нормальных 


тотического индекса (0,23) у небеременных мышей при пере- 
ходе от эструса к метаэструсу, то есть в те же сроки после ову- 
ляции (см. рис. 20). Это показывает, что активация желтых 


тел после спаривания не отражается на митотической актив- 
цости эпителия матки и, следовательно, нет оснований связы- 
вать подъем митозов В метаэструсе с функцией т 
Известно, что содержание «свободного» ме 
крови У мышей и крыс значительно О 1957) Е 
восьмые сутки беременности (Еогрез а. Воо ет Не 
Ол я фиоки У ем митотической 
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тические УС Е и овлетворительное объяснение в 
митозов в эпителии находил У пентрации Эстрогенов в крови, 
пеа и по прежнему оставались неясными. 
то причины второго подъема 


—_ + От лап наз — беременность. 
+ От латинского стам4Наз р. ы 


10 0. И. Епифанова 


Для дальнейшего исследования роли эстрогенов в регуляции В 
митотического режима эпителия матки были предприняты и ОР; 
опыты с их экзогенным введением кастрированным животным НИ дли 6 
в различных условиях. Результаты этих экспериментов состав- 2 даче, 
ляют содержание следующего раздела. = отт 

миттИ | 
5. ДЕЙСТВИЕ ЭСТРОГЕНОВ пителий 
НА МИТОТИЧЕСКУЮ АКТИВНОСТЬ ЭПИТЕЛИЯ МАТКИ | Е рогов: 
И ЭПИТЕЛИЯ РОГОВИЦЫ ря разно! 

В задачу этой части исследования входил главным образом ности 
выбор дозы и таких условий введения мышам эстрогена, кото- В Ро 
рые позволяли бы постоянно воспроизводить хорошо выражен- 30 ср 
ный и достаточно стойкий эффект стимуляции клеточных деле- весом В >: 
ний в эпителии матки и одновременно стимулировали бы мито- торых | 
тическую активность эпителия роговицы. 99 дня до 

Как уже сообщалось в гл. У, многократное увеличение ми- на (см. гл. 
тотического индекса в эпителии матки у мышей и крыс при ЛИ разбить 
кратковременном введении эстрогенов (1—3 инъекции) наблю- по шесть ж! 
дали разные исследователи (\\. $. ВиПоцев, 1946; деШапё, Меу- дой. В перв 
ег а. Е1з, 1955; Алов, 1957а, 6, и др.). При этом максимальный дили контр 
эффект после однократного введения эстрогена отмечался через которых Н 
24—36 час., ак 48 час. митотический индекс снижался, и эпи- ормональн. 
телиальная ткань в дальнейшем приходила в исходное состоя- В 
ние. В отношении эпителия матки мышей это было подтверж- й 
дено электронномикроскопическими исследованиями (рис. 23) жу спины 0 

(№Иззоп, 1958а, Ъ, с, а; 1959). забивали 

В опытах Буллоу при двукратном введении мышам по 95 у после инъек 

] эстрона митотический индекс в эпителии матки был ниже, чем НЫМ второй, 
| при однократном; однако это можно объяснить слишком боль- вертой г уг 
| шой дозой гормона. Хотя между исследователями до сих пор ли однокрал 
существуют расхождения в оценке оптимальной дозы каждого ИУ инъекц 

из эстрогенов (см. Ешитейз, 1962), имеющиеся данные позво- а 

ляют считать, что максимальная стимуляция деления клеток в Вали о 

органах воспроизводящей системы мыши достигается при дозах через ый К 

0,1—1,0у 17В-эстрадиола или 1,0—10,0 у эстрона. Несколько Е Ве 36. 

меньший, но тем не менее отчетливый стимуляционный эффект Воть НИЯ 
наблюдается в пределах значительно более широкой шкалы доз трон 1 

(Ритзснег её а|., 1948; Тусе, 1961). Интересно, что в отношении Через ВВОД 

других изменений в матке, например увеличения ее веса, эстра- ост 4 Час 

диол также оказывается в 10 раз активнее эстрона; на третьем к Кари 

месте стоит еще один природный эстроген — эстриол. де ИлИНо у: 

Данные о действии эстрогенов на деление клеток в эпителии Зе к обще 

роговицы в литературе отсутствуют. НЫ В му 

Во всех опытах в Качестве эстрогена использовали эстрон у Как абд, 

(см. рис. 18). На основании имеющихся данных о его эффектив- МОК “ав, 

ности при введении мышам была выбрана доза 2,5 у- ого АН 
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Для нахождения опти- 
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забивали через 24 часа 
после инъекции. Живот- 
ным второй, третьей и чет- 
вертой групи производи- 
ли однократную подкож- 
ную инъекцию 2,5 у эстро- 
на в 0,1 мл масла и заби- 
вали их соответственно 
через 24, 36 и 48 час. пос- 
ле введения гормона. Жи- 
ВОТНЫМ пятой группы 


эстрон вводили дважды с интервало 
сле второи инъекции. 


через 24 часа по 
кости Карнуа, 
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лены в табл. 11. 
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Результаты первого опыта представ 


данных таблицы, 
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Рис. 29: Схема изменения клеток эпителия 
матки кастрированной мыши в различные 
сроки после однократного введения 0,1 у 
17В-эстрадиола (№1501, 1959) 

Снизу вверх — сроки после инъекции 


м в 294 часа и забивали их 
Матку фиксировали в жид» 
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число митозов В эпителии 
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валом в 24 часа и забивали их 
ции. Матку фиксировали в жид= 
‘аи поперечные срезы через рог окрашивали ей 
Майера. Митотический индекс выражали в проми 
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Таблица 11 


Средний митотический индекс в эпителии 
матки у мышей в различных условиях 
действия 2,5 у эстрона 


Условия опыта 


Митотический ин- 
Число инъек-| Время между 


х декс, °/» 
ций эстрона инъекцией и 
забоем, часы 

Контроль 1,3=0,3 

1 24 15,4=3,9 

Й 36 21,0—1,1 

1 48 12,7+3,5 

2 24 28,4=2,3 


введения являются статистически 


на эпителий матки у мышей всегда п 


цы исследовали п 
взято 10 кастрир 


В этом опыте фиксирова- 
ли в жидкости Карнуа 
матку и глаза. Срезы че- 
рез рог матки и тоталь- 
ные препараты роговиц 


В дальнейшем при изучении стимули 


матки у мышей по срав- 
нению с контролем наб- 
людалось при всех иссле- 
дованных условиях дей- 
ствия эстрона (величина 
Р во всех случаях была 
меньше 0,0001). Однако 
через 24 часа после одно- 
кратной инъекции эстро- 
на имели место большие 
колебания между вели- 
чинами митотических ин- 
дексов у отдельных жи- 
вотных. После однократ- 
ного введения гормона 
наибольшее число мито- 


зов в эпителии матки отмечалось через 36 час. после инъекции, 
а к 48 час. митотический индекс снижался, не достигая, однако. 
исходной величины. Наибольшее увеличение митотической ак- 
тивности в эпителии матки можно было наблюдать через 24 часа 
после двукратного введения эстрона. Различия между величина- 
ми митотических индексов в эпителии 


матки через 36 час. после 
однократной инъекции эстрона и через 


24 часа после двукратного 
достоверными (Р=0,003) 
рующего действия эстрона 


рибегали к двукратному вве- 
дению гормона с забоем через 24 часа после второй инъекции. 


Действие эстрона на митотическую активность эпителия рогови- 
ри тех же условиях опыта. Во второй опыт было 
ованных мышей, половине из которых произве- 
ли двукратную подкожную инъекцию 2,5 у эстрона в 0,1 мл 
масла, а другой половине в те же сроки вводили только масло. 
Мыши были забиты через 24 часа после последней инъекции, 


Таблица 12 


Средний митотический индекс в эпителии 
матки и эпителии роговицы у мышей при 
введении 2,5 т эстрона 


окрашивали гематоксили- 
ном Майера. Результаты 


группы 
второго опыта представ- 


Характеристика 


ПМ, 9 


эпителий мат- |эпителий рого- 
ки вицы 


лены в табл. 12. 

Из данных таблицы Контроль 
следует, что после двух Опыт 
инъекций эстрона число 
митозов увеличивается в 
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обеих исследо ‹ 

в 82 раза (20.0001) ая, причем в эпителни матки 

(Р=0,01). ар ели орви [6 ме: 

вицы у мышей более о 2 показывают, что эпителий рого- 

эстрогенов, чем к о к экзогенному введению 

- з м их содержани у 

жении эстралы я в организме на протя- 
рального цикла. В то же время никаких + 


ских измене нии кле [@) е еден эстрона 
леток эпи 
: Лия ро ОВИЦЫ при введении 


Таким образом, выбранные ус 
чали поставленной задаче: они 


чать э 7. 

ув ара стимуляцию деления клеток в эпителии матки 
ее. — ии роговицы у одного и того же животного, что дава- 
| дальнейшем возможность проводить параллельный анализ 


пеобонусИй реакции на эстроген каждой из исследуемых тка- 


ловия проведения опыта отве- 


6. МИТОТИЧЕСКИЙ РЕЖИМ ЭПИТЕЛИЯ МАТКИ 
В РАЗЛИЧНЫХ УСЛОВИЯХ ВВЕДЕНИЯ ЭСТРОГЕНОВ 5 


Общая задача этой части работы заключалась в попытке со- 
здания такой экспериментальной модели, которая бы в известной 
мере отражала митотический режим эпителия матки на протя- 
жении эстрального цикла. С этой целью предполагалось насы- 
щать организм кастрированной мыши в течение некоторого вре- 
мени эстроном (путем повторных инъекций), а затем прекращать 
его введение, имитируя таким образом сдвиги в содержании 
эстрогенов в крови нормально циклирующих мышей. Сопоставле- 
ние митотического режима эпителия матки и морфологических 
изменений в эндометрии подопытных животных с аналогичными 
показателями у мышей на соответствующих стадиях эстрального 
цикла должно было служить критерием надежности выбранной 
модели. В случае успеха подобный путь исследования способ- 
ствовал бы выяснению некоторых важных особенностей регули- 
рующего действия эстрогенов на деление клеток в ткани-мишени. 
Исследование эпителия роговицы в этих опытах не проводилось, 
поскольку в его митотическом режиме не было обнаружено су- 

щественных изменений на протяжении эстрального цикла. 

В гл. \У были сообщены данные о тормозящем действии по- 
вторных инъекций эстрогенов на деление клеток в А а 
нях. При повторном введении мышам эстрона в дозе й интер 
валами в 12 час. Буллоу (\. $. ВиПоцей, 1946) наблюдал сни 


жение митотического индекса в эпителии матки почти до нуля 
уже после трех инъекций и сохранение его в далАЕ ом на та- 
к низком уровне (было сделано шесть инъекций). Однако, 
мы ал в своих опытах боль- 


Буллоу использов з 
наблюдавшиеся им изменения митотической 
матки трудно трактовать в интересующем 


как уже отмечалось, 
шую дозу эстрона, и 
активности эпителия 


5 См. Епифанова, 1959 г. 1961а, б, в. #. 


нас плане; кроме того, он не исследовал, как отражается на 
делении клеток прекращение инъекций эстрона. В опытах Гел. 
фанта, Мейера и Риса (СеЦНапь, Меуег а. В15, 1955) митотический 
индекс в эпителии матки крыс был ниже после трех инъекций 
0,1 у 17 В-эстрадиола, чем после двух инъекций, хотя и оставался 
высоким; более отдаленные сроки действия гормона не изучались. 
В этой части исследований нами было поставлено три опыта. 


В задачу первого входило 
м! изучение митотического 
режима эпителия матки 
на разных сроках после 
введения эстрона. 

В опыт было взято 
130 половозрелых самок 
весом 22—23 г. Все мыши 
были кастрированы и за- 
тем разбиты на семь 

групп по 8—10 животных 
2 4 и в каждой. Мышам 1-—У 
Дни после прекращения р ийеай ем групп начиная с 20-го а 


после удаления ЯИЧНИКОВ 
Рис. 24. Изменение митотического индекса ежедневно вводили по 


в эпителии матки у мышей 2,5 у эстрона в 0,1 мл мас- 
к ечееищечинио НЫ а ОКА групп 
ры различались между собой 
по числу инъекций препа- 
рата (2, 4, 6, 8 и 10 инъекций); их забивали через 24 часа после 
последней инъекции. В \1 группе введение эстрона было прекра- 
щено после шести инъекций и мыши были забиты через 5 дней 
после прекращения воздействия. Животные УП труппы служили 
контролем; им вводили только масло и забивали по четыре на 
каждую подопытную группу. Эффективность действия эстрона 
контролировали взятием вагинальных мазков на протяжении все- 
го опыта. Матку фиксировали в жидкостях Ценкера, Максимо- 
ва и Карнуа. Поперечные срезы через рог толщиной 7 и окраши- 
вали гематоксилином по Караччи, а также по Фельгену и по 
Браше. Митотический индекс выражали числом митозов на еди- 
ницу площади эпителия. к 
У кастрированных мышей в эпителии матки на всех сроках 
забоя встречаются лишь единичные митозы. В то же ВоВМЯ уже 
после двух инъекций эстрона (рис. 24) число клеточных делений в 
этой ткани достигает значительной величины [МГ =0,30 0,07). 
Однако при дальнейшем увеличении числа инъекций и 
ский индекс снижается; после четырех инъекций М!-—0,16= 
0,03, а после шести инъекций М/=0,05=0,001; саИЖОНЯ 
количества митозов в интервале от двух до шести ее Е 
стоверно (Р=0,01). Низкий митотический индекс удерживае 
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Число инъекций 


нерацией 
ственно 


индекса н 
Полученн: 
стимулировал 


некоторыми колебаниями В 

препарата: после восьми 

10 инъекций — 0,08 1 Прекраще 
- ащен 


) вызыва 


вершением его реконструк 
нии этого периода цик 
животного уменьшается, 
прерывно нарастает ( 


в в р введение эстрона мышам прекра- 
ть (ней до забоя (УГ группа), являлся, как уже говори- 
аль, то иже и а ООтО щикла, Ока: 
само по себе приводит ВИ м еже 

у ительному подъему митотической 
активности, который, по-видимому, как и в норме, связан с реге- 
нерациейи и возвратом эпителия к исходному состоянию. Есте- 
ственно, что во время обычного цикла, когда концентрация эстро- 
генов в крови снижается постепенно, ‘изменения митотического 
индекса носят более ступенчатый характер. 

Полученные результаты показывают, что эстрон способен 
стимулировать митотическую активность эпителия матки лишь 
после первых инъекций. Дальнейшее введение гормона приводит 
к уменьшению числа делящихся клеток в ткани. О снижении 
функциональной активности клеток эпителия матки мыши при 
продолжающихся инъекциях эстрогенов свидетельствуют и мор- 
фологические описания структур (Аг!аз-ЗеПа, 1955а, Б), а также 
данные электронномикроскопических исследовании (№1501, 
1959а, Ь, с; 1962а, 5; МИззоп а. МогБегв, 1963; №3501 а. УЛгз6п, 
1963а, Ь; Еихе а. №Иззоп, 1963; НОКей а. №350п, 1963 (рис. 25)). 

Таким образом, выбранные доза и сроки исследования деи- 
ствия эстрона на эпителий матки у мышей ПОЗА Улов 
определенное сходство между наблюдаемыми в опыте измене р 
ми митотической активности и теми сдвигами в митотическом ре 
жиме эпителия, которые имеют место на протяжении эстрального 


цикла. 

Нарастание кон 
введения его извн 
к значительному по Г 
матки. Дальнейшее увеличение числ. 
вало снижение митотического индекса, 


центрации эстрогена в крови мышей после 
е приводило сначала, как и В проэструсе, 
вышению митотического индекса в эпителии 
а инъекций гормона вызы- 
наблюдавшееся до тех 

ови оставалось высоким и 
пору Пока ая, С помощью меченного 


ткани матки продолжали 


тритием эстрона было показано (ТасоЪзоп, 1962), что при 
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Рис. 25. Схема изменения клеток эпителия матки после введе 
мыши под влиянием эстрогена (МИззоп, 1959с) рона в ЭПИТ 
1 — эструс; 2 — однократная инъекция эстрогена (забой 

через несколько дней); 3 — повторные инъекции эстрогена | 


подъем мит 
Тивности ПО 
подкожном введении его крысам максимальное включение изо- после введен 
топа в ткани матки происходит уже через 30 мин. Снижение кон- зывается нес 
центрации эстрогена в крови мышей после прекращения его не является } 
введения вызывало новый подъем числа клеточных делений в Увеличение у 
эпителии матки, подобно тому, как это происходило при пере- 
ходе к диэструсу. 

Для подтверждения правомерности проводимой аналогии и 
дальнейшего изучения вопроса требовалось выяснить, не являет- 
ся ли торможение митотической активности в эпителии матки 
после шести инъекций эстрона следствием чрезмерно большой 
его концентрации в организме мыши, не встречающейся в обыч- | 
ных физиологических условиях и оказывающейся поэтому не- 
благоприятной для размножения клеток эпителия матки. С этой 
целью был поставлен второй опыт. В задачу его входило сравне- 
ние действия на митотическую активность эпителия матки боль- 
шой и малой доз эстрона. 

В опыт были взяты 24 мыши весом 20 г с предварительно 
удаленными яичниками, которых разбили на четыре группы по 
шесть животных в каждой. Мышам Ги ПШ групп вводили одно- 
кратно по 15 у эстрона в 0,1 мл масла; эта доза точно соответ- 
ствовала 6 дозам эстрона по 2,5 у, которые в ОИ 
зывали при ежедневном повторном введенни торможение кле- 
точного деления в эпителии матки у мышей. Эти группы опыта 
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азличались между со 
шам ПТ группы вводи 
10 раз меньше предыд 


‚ и | 
ции. Эстрон вводили 


бой только по с 


П групп — через 24 ч 


рокам забоя мышей. Мы- 


ли э 
м В дозе 1,5 у, которая была в 
12 час., а животных. | т отных Гг 


руппы забивали через 
аса после инъек- 


, как обычно 
рольную — группу сос ‚› под кожу спины. [У — конт- 


0,1 мл масла. 


тозов в промилле к обще- 
му числу клеток. Резуль- 
таты опыта представлены 
в табл. 13. 

Как показывают дан- 
ные таблицы, эстрон вы- 
зывает увеличение числа 
митозов в эпителии матки 
у мышей всех подопытных 
групп. Уже через 12 час. 
после введения 15 \ эст- 
рона в эпителии наблю- 
дается значительный 
подъем митотической ак- 


тивности по сравнению с контролем 


тав/ < 
авляли мыши, которым было введено по 


Матку фиксировали в жи 
токсилином Майера. Митоти 


дкости Карнуа и окрашивали гема- 
ческий индекс выражали числом ми- 


Таблица 13 


Средний митотический индекс в [эпителии 
матки у мышей при действии разных д03 
эстрона 


Доза эстрона, | Время между 
у инъекцией и за- 
боем, часы 


Митотический 
индекс, °/ 


Контроль = 
15 12 

15 24 

1,5 24 


2,8=0,7 
16,9=2,5 
40,6—=1,9 
18,2-1,9 


(Р<0,0001). Спустя 24 часа 


после введения эстрона в той же дозе митотический индекс ока- 


зывается несколько ниже, 


не является достоверным ( 


чем через 12 час., однако это различие 
Р=0,07). В то же время наблюдаемое 


увеличение митотического индекса через 24 часа после введения 
15 у эстрона достоверно превышает число митозов у контрольных 


животных (Р=0,004). Эстрон в дозе 


1,5 у вызывает, как и следо- 


вало ожидать, значительную стимуляцию клеточных делений в 


эпителии матки У мышей 


р<0,0001). Наблюдаемое при этом 


увеличение митотического индекса выше, чем на том же сроке 


исследования у мышей после введения 


я удивительным, Е 
О и для мыши (см. раздел 5 настоящей гла- 


1,5 у, более оптимальна 
вы). 
Таким образом, 


действия. При этом через 

эстрон 

индекса, как и через 
Следовательно, причин 

эпителии матки, На 

последовательных инъекц 


полученные 


навд 
нократная инъекция эстро НЫ 
кую активность в эпителии матки через 12 и 24 часа по 


1 такое ж 


блюдавшего 
ий МЫ 


о 
жить абсолютное увеличение с 


15 у эстрона (Р=0,017), 
так как доза эстрона, равная 


результаты показывают, что од- 
озе 15 у стимулирует митотиче- 


ле инъекции мышам 15 у 

е митотического 
инъекции 

рвом опыте после шести 


а, не могло слу- 
в организме 
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животного. В соответствии с данными, изложенными в гл. [и ТУ, 
напрашивалось предположение, что при повторном введении 
эстрона мышам начинает проявляться правило исходного состоя- 
ния, согласно которому тот или иной фактор стимулирует функ- 
цию при ее пониженной нанряженности ‘и тормозит при повы- 
шенной (см. гл. [, раздел 2). Торможение митотической активно- 
сти в эпителии матки у мышей, развивающееся в процессе насы- 
щения организма эстрогеном, можно было рассматривать, как 
проявление действия механизмов авторегуляции в живой систе 
ме. Это подтверждалось тем, что прекращение инъекций гормона 
вызывало значительное повышение митотического индекса ткани; 
следовательно, клетки эпителия не утратили способности делить- 
ся. Таким образом, налицо была картина стабилизации процесса 
размножения клеток с последующим компенсаторным подъемом. 

Проверить справедливость предположения о том, что наблю- 
Даемые колебания числа митозов в эпителии матки в опыте с 
повторным введением эстрона носят регуляционный характер, 
можно было, построив схему эксперимента таким образом, чтобы 
прекращать инъекции на фоне различного уровня митотической 
активности ткани; с этой целью исследовали митотический режим 
эпителия матки при повторном введении эстрона и после прекра- 
щения инъекций в периоды максимальной и минимальной мито- 
тической активности ткани. Поскольку эти периоды уже были 
выявлены (см. рис. 24), в настоящем опыте можно было ограни- 
читься более редкими сроками взятия материала. Это позволило 
подробнее исследовать митотический режим эпителия матки на 
разных сроках после кастрации животных. 

В опыт было взято 80 половозрелых самок весом 20 г. Все 
животные были кастрированы за двадцать дней до начала опы- 
та и затем разбиты на семь подопытных и четыре контрольные 
группы в среднем по восемь мышей в каждой подопытной и по 
шесть в каждой контрольной группах. Подопытным мышам 
1—П1 групп ежедневно вводили подкожно по 2,5 у эстрона в 
0,1 мл масла. Животные этих групп различались между собой по 
числу инъекций препарата (2, 6 и 10 инъекций). Мышам конт- 
рольных групп производили соответственно такое же число инъ- 
екций масла и забивали в разные сроки после кастрации (20, 22, 
26 и 30 дней). В опыте животных забивали через 24 часа после 
последнего введения. 

Мышам ГУ и У групп делали по две инъекции эстрона и за- 
бивали их соответственно на третий и пятый день после прекра- 
щения введения гормона; животных УГ и УП групи забивали в 
те же сроки после прекращения введения эстрона, но после шести 
предварительных инъекций препарата. 

Матку фиксировали в жидкости Ценкера. Окрашивание сре- 
зов производили гематоксилином по Караччи. Митотический 
индекс выражали числом митозов на единицу площади эпителия. 


454 


активности 
наступает 
мальной п 
гормона. 
Далее п 
вать мито 
эпителии м 
ках после | 
эст 
рода. 
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Таблица 14 


Средний митотический индекс в эпителии матки у мышей после 
прекращения введения эстрона в периобы максимальной 
и минимальной митотической активности* 


Митотическьй индекс (на ед. пл.) 
Число инъекций 
эстрона до прекра. Е после прекращения воздействия 
щения воздействия й 
.. БОЗДЕЁСТВЯХ на 3-й день | на 5-й день 
2 0,45=0,05 0,24 =0,04 0,40=0,07 
6 0,14 =0,02 0,39=0,05 0,40=0,05 


* В каждой группе было по 8 животных. 


Таким образом, прекращение введения эстрона в период ин- 
тенсивного размножения клеток (две инъекции эстрона) приво- 
дит к снижению митотического индекса в ткани с последующим 
его повышением; в отличие от этого прекращение введения гор- 
мона на фоне низкого уровня клеточного деления (шесть инъ- 
екций эстрона) вызывает резкий подъем митотической активно- 
сти, обнаруживаемый на третий день и сохраняющийся до пято- 
го дня после прекращения воздействия. 

Полученные результаты подтвердили правильность предполо- 
жения о регуляционном характере сдвигов в митотическом ре- 
жиме эпителия матки при повторном введении мышам эстрона 
и после его прекращения. 

Проведенные опыты показали правомерность использования 
подобной схемы в качестве экспериментальной модели: измене- 
ния митотической активности и морфологические перестройки 
эндометрия в выбранных условиях воздействия в целом оказа- 
лись почти такими же, как и на протяжении обычного эстраль- 
ного цикла у мышей. Создавалось впечатление, что повышение 
концентрации эстрогенов в организме, вслед за первоначальной 
стимуляцией деления (проэструс или две инъекции эстрона) 
блокирует на каком-то этапе нормальное прохождение клетками 
эпителия матки периода подготовки к митозу, не вызывая вместе 
с тем необратимых функциональных нарушений в клетке. След- 
ствием этого блока является снижение числа митозов в эпителии 
матки в эструсе или же после шести инъекций эстрона. Когда 
содержание эстрогенов в крови начинает падать (метаэструс — 
диэструс, а в опыте прекращение инъекций эстрона), блок сни- 
мается и клетки вступают в митоз в значительном количестве. 

Возникал вопрос о причинах развивающегося торможения ми- 
тотической активности. Прежде всего важно было выяснить, ка- 
кие факторы участвуют в регуляции этого феномена и насколько 
глубоким оказывается наблюдаемое подавление клеточного деле- 
ния. Некоторые данные, относящиеся к этому вопросу, содержат- 
ся в следующем разделе главы. 
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Общая зад; 
ача состоял г 
зешеств, способеть а в том, чтобы исследовать деиствие 
ующих стимуляции митотической 
в эпителии матки ь кой активности 
у мышей, на фоне повто ций Е 
на, и посмотреть, бу рных инъекций эстро 
. НЕ ‚ будет ли в этих условиях сохраняться блю- 
р наблю 
даемый эффект. Тем самым п > 
но ли торм } редполагалось выяснить, не связа- 
рможение клеточного деления с инактивацией или недо- 
= исследуемых веществ в организме. 
ромеестаррен оон специфических стимуляторов ми- 
тотической активности в эпителии матки относят гормон желтого 
тела — прогестерон, вызывающий в эндометрии характерную 
прогестиновую пролиферацию в период, предшествующий бе- 
ременности (см. раздел 4). Дальнейшим назначением прогесте- 
рона на протяжении беременности является десенсибилизация 
матки к факторам, обусловливающим сокращение миометрия. 
Кроме того, он угнетает лютеинизирующую функцию гипофиза и 
тем самым препятствует наступлению овуляции во время бере- 
менности (см. раздел 2) и выполняет ряд других важных функ- 
ций. 

Как уже говорилось, своевременное наступление всех стадий 
эстрального цикла и беременности обеспечивается согласован- 
ным взаимодействием гормонов яичника и гипофиза (см. рис. 19). 
В силу множественного характера связей, возникающих В дан- 
ной цепи регулирования, эстрогены и прогестерон, влияя на раз- 
ные процессы, могут выступать как синэргисты или же как анта- 
тонисты. Так, например, прогестерон препятствует ороговению 
эпителия влагалища У грызунов, вызываемому эстрогенами (см. 
раздел 1 настоящей главы), и приводит к появлению слизи в Ва- 
тинальном мазке (феномен муцификации), что позволяет дея 

оизведени 
ровать его эффективность. В то же время для воспр д 
в эксперименте прегравидарных изменений матки, то есть для 
получения прогестиновой пролиферации эндометрия, необходимо 
прелварительное насыщение организма эстрогеном; в противном 
ЕЙ естерона не проявляется (см. Кабак, 1945; 
случае действие прог р : 
Эскив, [95 ВИА: Е. Н!зах, 1961, и др.). 
: ; еп (110у4) еще в 1937 г. сообщил, что в опытах 
Однако Ллойд (10У И Пя 
оликах ему удалось получить почти пя 
на кастрированных ы. и матки после 
личение числа митозов в эпители 

десятикратное уж физиологических доз прогестерона. Сле- 
трехдневного введения м пролиферация эпителия особен- 
дует отметить, что пра кроликов, и большинство работ по 
посотчевиИно, ож р келтого тела на матку выполнено 
изучению действия гормона 

ЕЕ 


6 См. Епифанова, 1959 г-; 19бта, 6, в- 
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именно на этом объекте. По данным Хаскинса и Леонга (НазКтз 


а. Геопо, 1958), однократное введение неполовозрелым кроли- 
кам 6, 12 и 25 мг прогестерона после шести предварительных 
инъекций эстрогена также вызывало после 36-часового латент- 
ного периода значительное увеличение митотического индекса в 
эпителии матки; наибольшее число клеточных делений наблюда- 
лось через 48 час. после введения прогестерона, а через 96 час. 
оно снижалось до исходного уровня. Таким образом, эти данные 
показывают, что прогестерон способен стимулировать митотиче- 
скую активность в эпителии матки кроликов как после кастра- 
ции, так и на фоне предварительного введения эстрогенов. 
Работы на мышах в этом плане не проводились. 

В качестве неспецифического стимулятора клеточного деле- 
ния была выбрана аденозинтрифосфорная кислота (АТФ), зани- 
мающая центральное место среди макроэргических фосфорных 
соединений. Изучение роли АТФ в регуляции деления клеток 
привлекло внимание исследователей после того, как на дробя- 
щихся яйцах морских ежей было показано, что она снимает угне- 
тающее действие на митоз аноксии и гипоксии, пониженной тем- 
пературы и высокого гидростатического давления. В последние 
годы интерес к этому вопросу снова возрос, так как в митотиче- 
ском аппарате морского ежа была обнаружена типичная АТФ- 
аза (Мала ей а|., 1961; МИ, 1963; подробнее см. гл. Г). Значение 
АТФ для протекания нормального митоза одно время оспарива- 
лось даже в отношении яиц морских ежей (5\уапп, 1953, 1954), 
однако недавно с помощью точных измерений на том же объекте 
Удалось получить прямую корреляцию между числом митозов, 
синтезом и утилизацией АТФ (Ере, 1963). 

Способность АТФ оказывать стимулирующее действие на де- 
ление клеток при введении в организм млекопитающих была про- 
демонстрирована на примере эпителия роговицы (Уткин, 1958) 
и эпителия влагалища (Зего1, 1960). По данным Уткина, АТФ 
(0,2 мл 1ф-ного раствора) вызывает у мышей через 2 часа после 
однократной подкожной инъекции увеличение числа клеточных 
делений в эпителии роговицы с последующим снижением до 
обычного уровня через 4—24 часа. 

Наконец, решено было исследовать в выбранных условиях 
опыта действие фолиевой (птероилглутаминовой) кислоты — од- 
ного из метаболитов синтеза ДНК. Фолиевая кислота, превра- 
щаясь в клетке в биологически активный фактор цитроворум — 
тетрагидрофолиевую кислоту, выполняет важную функцию пере- 
носа одноуглеродных фрагментов при синтезе пуринов, тимина, 
метионина и других метаболитов (см. Белоусова, 19 3). 

Известно, что фолиевая кислота сама по себе неспособна сти- 
мулировать пролиферативные процессы (Рейвоз, 1955, 1956; 
Рейноз у Саг4ега, 1957; Нагкбпеп а. Кигата, 1958), однако ее 
присутствие необходимо для проявления стимулирующего дей 
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аминоптерина препятствовало прояв ы введением ее аналога — 
ствия эстрогена н - лению стимулиру й- 
матки крыс. В Е клеток в эпителии Е Е 
аминоптерина и фоль Х одновременного введения эстрогена 
и а - кислоты увеличение числа митозов 
эстрогена. В то же р чем при введении одного 
ками только факто дение крысам с удаленными яични- 


ме Е без сочетания с эстрогеном 
ительное повышение митотической актив- 


ности в эпителии по сравн х 
пеной ка Ц Е а в. и Эти свойства фо- 
тормозящего действия повторных Е ий изучения феномена 
клеток в эпителии матки у мышей. ций эстрона на деление 
Всего в этой части исследований было проведено два опыта: 
в первом опыте изучали действие эстрона и прогестерона, во вто- 
нь эстрона в сочетании с АТФ и фолиевой 
5 Вер В 45 кастрированных самок весом 
: ено в качестве контроля, а осталь- 
ных разбили на четыре группы. Мышам Ги П групи сделали со- 
ответственно по шести и по 10 инъекций эстрона (животным 
Г группы после эстрона вводили масло). В Ш группе после шести 
инъекций эстрона животным в течение пяти дней ежедневно вво- 
дили по 0,2 ме продажного препарата прогестерона (А*-прегнен- 
3,20-диона) в 0,1 мл масла; указанная доза и способ введения 
обеспечивают быстрое всасывание гормона, уровень которого в 
крови у мышей значительно возрастает уже через несколько ча- 
сов. Мышам Г\ группы прогестерон вводили также в течение 
пяти дней, но без предварительной обработки эстроном (после 
шести ежедневных инъекций масла). кд 
Контрольные животные получали только масло. Забой про- 
изводили через 24 часа после последней инъекции. Эффектив- 
ность действия препаратов контролировали ежедневно взятием 
в ных мазков. 
ана фиксировали в жидкости Ценкера. а а 
через рог окрашивали тематоксилином по Ве: чтотиче- 
ский индекс выражали числом митозов на р А эпи- 
телия. Результаты опыта представлены в табл. ен ка 
Как следует из данных таблицы, Е Ляо 
стрированным животным вызывает а О 96 в г 
деления клеток в эпителии т к В 
при действии прогестерона ее эстроном митотический индекс 
тельной обработки животн» же, как после шести и 10 инъек- 
оказывается практически таким ‚ 


ций эстрона. 
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Таблица 15 


Средний митотический индекс в эпителии матки у мышей при 
введении эстрона и прогестерона 


рае о аи тееНеНЕЯ чело ры 

пл.) в выбр жН 

того ВУ’ | 0) 

т жи 6 — |0,080,02 ЭТ раеяь № 

ро рН 8 6 |0,05=0,001 а ядер Эп 

о 10 |0,08=0,01 после и 

Кое ДОН к иь:. зрамчеьариних 9 5 0,36=0,14 рительно 

Прогестерон после щести инъекций ов 
эетрона вовсе В оеллинь д 10 5 |0,08+0,02 стерон, 

еления кл 

терными 96 


Таким образом, было показано, что пять ежедневных инъек- 


ций кастрированным мышам 0,2 мг прогестерона вызывают поч- введении эС' 
ти такое же значительное увеличение митотической активности шей прогес 
в эпителии матки, как и две инъекции 2,5 у эстрона (см. рис. 24 индекс наб. 
и 26). Однако в условиях предварительного введения эстрона эстрона, та 
митотический индекс ткани, подвергнутой 5-дневному воздей- ара 
ствию прогестерона, оказывается низким, хотя, как уже говори- И И 
лось, предварительное насыщение эстрогеном считается необхо- МВ 
димым условием получения прогестиновой пролиферации в экспе- ре 
рименте. Можно предположить, что подъем митотической актив- естественно 
ности имел место и в наших опытах, но на более ранних сроках НОСТИ, ПОЗВО. 
введения прогестерона и поэтому не был уловлен. стимулирова 
Это предположение согласуется с данными Хаскинса и Леон- У, не прин: 
га (НазКиз а. Геопе, 1958), которые наблюдали наибольшее эпителия Ма 
увеличение числа митозов в эпителии матки кролика через ег “тимуля 


48 час. после введения прогестерона (вслед за шестью предвари- 
тельными инъекциями эстрона), в то время как максимальная 
степень прогестиновой пролиферации отмечалась ими через 72— 
96 час., когда митотический индекс уже снижался. Этим можно 
объяснить тот факт, что в наших опытах при хорошо выраженной 
прогестиновой пролиферации эпителия матки мыши через пять 
дней после ежедневных инъекций прогестерона на фоне предва- 
рительного насыщения эстроном митотический индекс оказался 
НИЗКИМ. 8 

С другой стороны, прогестиновой пролиферации эпителия 
матки на ранних сроках беременности у мышей вообще не пред- 
шествовало увеличение митотического индекса (см. раздел 4 
настоящей главы). Это позволяет сделать и другое допущение: 
что в условиях высокого содержания эстрогенов в организме 
прогестерон может выступать на каком-то этапе как их анта 
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гонист и не способство 
вать повыше 
- : ›: 
в эпителии матки там, где это Е 
мы во время беременности, когда и 
би| ться. На это Указывает тот факт, что бе 


тасыщения эстроном п 
- рогестерон 
лировать митотическую ак ти 


делящихся клеток 

нецелесообразно, 
ли должен резор- 
з предварительного 
значительно стиму- 


и ТИВНОСТЬ эпителия матки мыши. От- 
морфологических изменений в эндометрии 

а не наблюдалось. По-видимому, для 
льное время. Имеются данные (\Шетзе 
чении размеров клеток и изменении фор- 
рыс через две недели 

5 мг прогестерона без предва- 


о о 
в выоранных условиях опыт 


этого нужно более длите 
а. Раез1, 1958) об увели 
мы ядер эпителия матки кастрированных к 
после ежедневного введения 0,1 
рительной обработки эстрогеном. 


Полученные результаты привели к заключению, что проге- 
стерон, как и эстрогены, является специфическим стимулятором 
деления клеток в эпителии матки, обладающим своими харак- 
терными особенностями действия. Важно, однако, что эти осо- 
бенности не дают никаких оснований связывать эффект тормо- 
жения митотической активности в эпителии матки при повторном 
введении эстрона с отсутствием в организме кастрированных мы- 
шей прогестерона, поскольку одинаково низкий митотический 
индекс наблюдался как после шести и одиннадцати инъекций 
эстрона, так и после пяти инъекций прогестерона на фоне шести 
предварительных инъекций эстрона. 

Таким образом, данные опытов с экзогенным введением мы- 

шам прогестерона, в совокупности с результатами опытов по 
естественной активации желтых тел на ранних сроках беремен- 
ности, позволяли сделать вывод, что хотя прогестерон и способен 
стимулировать деление клеток в эпителии матки, он, по-видимо- 
му, не принимает участия в регуляции митотического режима 
эпителия матки на протяжении обычного эстрального цикла и 
его стимуляционные свойства о а других обстоя- 
те. х, возможно в отсутствие : 
и опыте изучали действие эстрона в и сы 
и фолневой кислотой. Под опытом Е ны г 
20 г, которым через 20 дней после кастрации оыло сле Е 
ций 9,5 ^) эстрона в 0,1 мл масла, после чего м 
шесть инъекций 2,0 \ групп. Животным 1 группы в течение 
ее р и, Е. и физиологический раствор, живот- 
четырех дней вводили мас тре ежедневные инъекции эстрона и 
ным ИП группы сделали четыр еского раствора; в Ш группе 
столько же инъекции ин а О ВСХ НВ 
мышам одновременно с а аствора фолиевой кислоты, а в 
под кожу по 0.2 м 0 строн и 0,2 мл 1% -ного 
ТУ труппе в аналогичных ТФ (растворы готовили непосред- 
раствора кристаллическо" тным У и УГ групп в те же сроки 
ственно перед опытом); живо ыре инъекции фолиевой кислоты 
сделали соответственно по четыр + 
о. и. Епифанова 


или АТФ и одновременно вводили масло. В предварительных зб 
опытах на кастрированных мышах было показано, что АТФ сти- про 
мулирует митотическую активность эпителия матки; при этом 
увеличение числа митозов было более значительным при введе- дни 
нии АТФ за 2, а не за 24 часа до забоя, но эти различия не яв- 2 
лялись достоверными, и поэтому всех животных забивали, как и. 
обычно, через 24 часа после последнего воздействия. Результаты НЫ 
опыта представлены в табл. 16. Пре 
Таблица 16 анию, 
Средний митотический индекс в эпителии матки у мышей при мене 


введении фолиевой кислоты и АТФ после шести предварительных КИ | 
инъекций эстрона 
4 р ходимЬ 


07 

Число жи-| Митотический В мИТ 
Воздействие (4 инъекции) вотных индекс (на ед. выясне 
пл.) 


ОН с оЕЖО. ось кие оОЙЮ О 0,08 =0,04 
Прекращение инъекций эстрона ...... з 0,40—=0,07 
Эстрон и фолиевая кислота ........ 0,08=0,01 
ФолиеваякисотА) +; 1: езиы ах 5. вт 0,51=0,05 
Фон Обри. ПОС О се .. 0 0,05=0,014 
ое бе с ое «О: 0,42 0,07 Мет 
В проц 


Как следует из данных таблицы, при продолжающихся инъ- ве 
екциях эстрона ни фолиевая кислота, ни АТФ не стимулируют ыы 
клеточного деления. Если же вводить препараты АТФ и фолие- Что наи 
вой кислоты после шести предварительных инъекций эстрона, митоза. 
без дальнейшего применения последнего, то наблюдается значи- 1960), с 
тельный подъем митотической активности (Р соответственно Этому п 
<0,0001), не превышающий, однако, интенсивности деления кле- ТоДы, пс 
ток в те же сроки после прекращения введения гормона. ‚Отсюда ливать п 
следует, что этот подъем связан не с введением фолиевой кисло- Для 
ты или АТФ, а только с прекращением инъекций эстрона. 

Таким образом, в условиях проведенного опыта ни фолиевая як 
кислота, ни АТФ не могли повысить уровень клеточного деления С 
при продолжающихся инъекциях эстрона, в то время как прекра- 
щение его введения вызывало резкий подъем митотической актив- 
ности (Р<0,0001). > 19; 

Материал, изложенный в настоящем разделе, явился доста- “СТВ 
точно однозначным по своим результатам, так как дополнитель- | Зв 
ными воздействиями ни в одном из опытов не удалось снять тор- Ноо 
мозящего влияния повторных инъекций эстрона на деление кле- = РУРих 
ток в эпителии матки, в то время как прекращение введения гор- н 


мона и само по себе, и в сочетании с другими воздействиями 
вызывало подъем числа митозов. Эти опыты свидетельствовали о 
большой стойкости феномена торможения. 
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Поско тъку олуч 
ч лу енные даннь 
у т те не давали оснований связать 


введении эстрогенов ни 


(прогестерон, фолиевая кис- 


х, участвующих в егуляции 
ла митозов в эпите, 7 ие 


шенным. лии матки, оставался нере- 


Прежде чем 
подвергать этот п й 
и. В редмет дальнейшему исследо- 


ло получить предваритель б 
ори : 2 \ 7 р льные сведения об 
енениях продолжительности митоза и интерфазы в эпителии 


мел: р не роговицы у мышей. Эти данные были необ- 
ход для установления точек приложения действия эстрона 
в митотическом цикле обеих тканей, что позволило бы подойти к 


НТО причин различного влияния гормона на митотический 
режим эпителия матки и эпителия роговицы. 


8. ДЕЙСТВИЕ ЭСТРОГЕНОВ 
НА ПРОДОЛЖИТЕЛЬНОСТЬ МИТОЗА И ИНТЕРКИНЕЗА 
В ЭПИТЕЛИИ МАТКИ И ЭПИТЕЛИИ РОГОВИЦЫ 7 


Методы изучения продолжительности митоза и интеркинеза. 
В процессе изучения закономерностей митотического деления 
клеток исследователи уже давно столкнулись с необходимостью 
получения сведений о времени протекания митоза. Естественно, 
что наиболее точным методом определения продолжительности 
митоза является прижизненное наблюдение (см. 5%. Атап4 её а|., 
1960), однако оно осуществимо далеко не во всех случаях. По- 
этому постепенно были разработаны различные косвенные ме- 
тоды, позволяющие с большей или меньшей точностью устанав- 
ливать продолжительность митоза в тканях. 

Для определения длительности митоза могут служить раз- 
личные методические приемы, вызывающие сдвиги в числе деля- 
щихся клеток за небольшой, точно регистрируемый промежуток 
времени. Это легко достигается с помощью малых доз рентгено- 
облучения (Стрелин. 1935; Кпо\Иоп а. МЛ пег, 1950; \1@пег 
е{ а|., 1951; Бочков, 1960а; Мовчан, 1964, и др.), митостатических 
веществ (ТлаЧГога, 1936; ВизеНКе е{ а!., 1943; т За 
1948; З4еуепз, 1948; З1еуепз а. Ге опа, 1953; Мс: Арт, 1954; 51е- 

хлаждения (Гурвич и Гурвич, 1945) 
уепз Ноорег, 1961, и др.), 0? \ он 
и других факторов. Общие принципы а. опреде: д 
робно освещены в диссертации Уткина (1958). : за 

аненными способами воздействия явля 

ый сивотных и введение колхицина или 

ее (статмокинетический метод). 
колхициноподобных веществ 


7 См. Епифанова, 1962а; Епифанова и др., 1963. 


ЕЕ 


ИЕН 


ет 


Первый метод основан на том, что рентгеновское облучение, как 
и другие виды ионизирующей радиации, вызывает в тканях быст- 
ро возникающее и глубокое подавление митотической активности, 
связанное с торможением вступления клеток в митоз. При этом 
скорость деления клеток практически не меняется (Уткин, 1958). 
Следовательно, определяя время исчезновения всех митозов или 
же время распространения волны торможения с ранних фаз де- 
ления на поздние, можно вычислить продолжительность митоза. 

Второй метод основывается на свойстве колхицина останав- 
ливать деление клеток на стадии метафазы и вызывать таким 
образом накопление митозов. Число остановленных колхицином 
митозов (М/кх ) тем больше, чем выше митотический индекс тка- 
ни (МЛ), чем больше время действия колхицина (А) и чем быст- 
рее протекает митоз (#м). 

Иными словами. 


М1. =“ (1) 
откуда 
МТА 
О т (2) 


Колхициновый метод обладает рядом недостатков (Уткин, 
1953в, 1958, 1959, и др.): прежде всего колхицин токсичен для 
организма, и, кроме того, он снижает число вступающих в деле- 
ние клеток (\. $. ВиПоцов, 1959; Ней а. Сох, 1963; Гоуе, 1964, 
и др.); во многих случаях колхицин не вызывает также стопро- 
центной остановки метафаз. В силу этих причин число задержи- 
ваемых им митозов не нарастает строго пропорционально вре- 
мени его действия и оказывается заниженным. Поэтому средняя 
продолжительность митоза, а следовательно, и вычисляемое 
время всего митотического цикла обычно бывают несколько за- 
вышенными. Учитывая это обстоятельство, исследователи реко- 
мендуют метод облучения как предпочтительный (см. Уткин, 
1958; Бочков, 1960а). 

Однако этот вопрос, по-видимому, не всегда может быть ре- 
шен однозначно. Сравнительное изучение продолжительности 
митоза в тканях мышей с помощью колхицина и тотального об- 
лучения животных в дозе 400 р (Епифанова и др., 1963) показа- 
ло, что выбор способа определения длительности митоза в каж- 
дом случае должен быть продиктован спецификой и состоянием 
самой ткани. 

Так, например, для тканей с относительно высоким уровнем 
митотической активности (эпителий роговицы, эпителий кишеч- 
ника), где можно проследить за волной смещения митозов по 
фазам и уловить начало снижения их числа, более точные ре- 
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но рассчитай 
числа митозо 
шению длит 
(Г), то есть. 


Эта пропорц 
гласно кото 


зультаты дает м ; 

етод ро ть же уровень митотической 
кастрации), то ть : - пер, в эпителии матки после 
тоза не по падению, а т Е о продолжительности ми- 
то есть применяя Колхициновый м а ИО 
удобен также в тех случаях, ког и 
сравнить длительность митоза а ь ооо 
я `оза в норме и при каком-либо воздей- 

и иях короткой экспозиции (4—6 час.) токсичностью 
колхицина можно пренебречь. В настоящее время колхициновый 
метод широко применяется в целях изучения продолжительности 
митоза и кинетики клеточных популяций в тканях животных 
(Еуепзеп, 1962а и Ь, 1963; Еуепзеп а. [уегзеп, 1962; Бочков и Ко- 
сиченко, 1963; Е1е]о, 1963), в растительных меристемах (Уапё 
Но}, @. В. \1И5оп а. Сооп, 1960) и в культуре клеток (Е. \\. Тау- 
1ог, 1963в, 1965; Терских, 1964, и др.). 

Зная время митоза и общее количество клеток в ткани, мож- 
но рассчитать время интеркинеза. Известно, что отношение 
числа митозов (п) к числу неделящихся клеток (№) равно отно- 
шению длительности митоза (Ёы) к длительности интеркинеза 
(Т), то есть 


активности ткани низок ( 


(3) 


Эта пропорция вытекает из статистической закономерности. со- 
гласно которой вероятность обнаружения какого-либо явления в 
определенном состоянии прямо пропорциональна времени на- 
хождения его в этом состоянии (см. МауШе, 1936; Гурвич и Гур- 
вич, 1945; Уткин, 1958). Отсюда 


м 
Т = ы . (4) 
п 


Излагаемые ниже опыты были поставлены для определения 
с помощью колхицинового метода продолжительности митоза и 
интеркинеза в эпителии матки и эпителии роговицы у кастриро- 
ванных мышей и изменения этих параметров при действии эстро- 
гена. 

Продолжительность митоза и интеркинеза в эпителии рого- 
вицы мыши в обычных условиях была детально изучена Утки- 
ным (1958, и др.). Применив колхициновый метод, он щи 
для половозрелых самцов величины фы =75-=5 мин. и Т=117- 
+8 час. Это совпадало с данными Фриденвальда (Ецедепмга!4, 
1950), полученными тем же методом на эпителии не - крыс 
((,=70 мин.). Однако обе найденные величины ткин считает 
завышенными, поскольку в других онытах. с применением двух 
различных методов определения продолжительности митоза и 
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интеркинеза В эпителии роговицы мыши (рентгенооблучение и 
Изиологические воздействия) им были получены значительно 
е время близкие между собой значения (и = 
=2 мин.: соответственно Г=78=4 и 76-4 часа). 

анных об изменении этих величин под влиянием эстрогенов не 
имеется. Точно так же отсутствуют сведения о продолжительно- 


меньшие и в то ж 
47-52 и 46-2 


сти митоза и интеркинеза в эпителии матки. 


Под опытом было 24 мыши весом 18—20 г, кастрированные 


за 20 дней до начала эксперимента. Половине животных (Ти 
П группы) сделали двукратную подкожную инъекцию 2,5 у 
эстрона в 0,1 мл масла с интервалом в сутки; другой половине 
(ПГ и ТУ группы) в аналогичных условиях вводили масло. Через 
24 часа после второй инъекции (в 9 час. утра) мышам Ги Ш 
групп ввели подкожно колхицин, растворенный в дистиллиро- 
ванной воде, в дозе 0,2 мл раствора 1:5000 (что соответствует 
40 у на мышь) с последующим забоем животных в 15 час. Жи- 
вотных П и ГУ групп забивали в интервале от 9 до 15 час. по 
одному через равные промежутки времени для усреднения су- 
точных колебаний числа митозов. 

Матку и роговицу фиксировали в жидкости Карнуа и окра- 
шивали гематоксилином Майера. Митотический индекс выража- 


ли в промилле к общему числу клеток. Полученные данные пред- 
ставлены в табл. 17 и 18. 


Таблица 17 


Средняя продолжительность митоза и интеркинеза в эпителии матки 
и эпителии роговицы у мышей до и после воздействия эстроном 
(колхициновый метод) 


р Воздействие МТ, 9/5 МТ, °/ о | и мин. Т, часы 
Эпителий ма- ЕЕ 1,7-0,6 | 13,4-—1,4 46,7—7,1 |452,0+145,0 
тки Эстрон 13,1-1,3 | 82,1=15,6 | 57,4+9,8 68,0=12,1 
Эпителий ро- — 4,8=0,3 | 21,5+2,5 | 80,0-10,6 |296,0+46,0 
говицы Эстрон 7,2-0,7 | 33,2+8,8 78,0=8,8 |181,0+14,5 


Как следует из табл. 17, митотический индекс в эпителии 
матки возрастает через 6 час. после введения колхицина в 7,4 
раза (Р=0,005). При этом поздние фазы деления отсутствуют 
(см. табл. 18), что свидетельствует о полной остановке всех ми- 
тозов на стадии метафазы и, следовательно, о пригодности дан- 
ного метода для последующих определений. 

Следует заметить, что величина Т, вычисленная указанным 
способом, отражает лишь среднее время интеркинеза для кле- 
точной популяции в целом. Как правило, клеточная популяция 
бывает гетерогенна (см. гл. ГУ), то есть не все ее клетки могут 
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дой из исслед. 
значения вели‘ 
цы возрастает 
в четыре раза | 
КОЛХИЦИНОВЫЙ | 
=75+5 мин, и 
жительность и! 


Таблица 18 


митоза в эпителии матки и эпителий роговицы мыши 
через 6 час. после введения колхицина 


Соотношение фаз 


Фазы ми’ 
Исследо- | Число а 
ванная мито- профаза метафаза 
ткань зов 
абс. | % 


Коли- 
анафаза телофаза ыы 
поздних 


х аз © 
абс. | % абс. | % абс. | % ф С 


Эпителий 


матки 4,35 | 4140 195,65] — 
Эпителий 
рогови- 


цы 1607 | 65 | 4,05 | 1524 |94,84| 4 |0,25| 14 | 0,86 | 1,44 


проходить митотический цикл и делиться. Поэтому для установ- 
ления истинной продолжительности интеркинетического перио- 
да ткани необходимо точно знать процент клеток, способных к 
делению; в противном случае величина Т всегда будет завыше- 
на. Однако в условиях данного опыта это не являлось обязатель- 
ным, так как основная задача заключалась в сопоставлении дей- 
ствия эстрона на продолжительность митоза и интеркинеза каж- 
дой из исследуемых тканей, а не в установлении абсолютного 
значения величины Т. Митотический индекс в эпителии рогови- 
цы возрастает через 6 час. после введения колхицина более чем 
в четыре раза (Р=0,001). Как уже говорилось, Уткин, применяя 
колхициновый метод, получил для эпителия роговицы мыши {м = 

=75-+5 мин. и Т=117=8 час. Возможно, что большая продол- 
жительность интеркинеза в данном опыте связана с кастрацией 
животных. Кроме того, в эпителии роговицы не наблюдалось 

стопроцентной остановки метафаз (табл. 18), что могло способ- 

ствовать завышению величины Ё, , а следовательно, и величины 

Т, вычисленной по уравнению (4). 

Для точного определения продолжительности митоза и ин- 
теркинеза в эпителии роговицы метод облучения, несомненно 
предпочтительнее колхицинового (Епифанова и др., 1963), одна- 
ко в условиях данного опыта важно, было лишь уловить сдвиги 
в соотношении этих величин при деиствии эстрона. 

Данные табл. 17 показывают, что эстрон вызывает увеличе- 
ние числа митозов в ‘обеих исследуемых тканях: в эпителии 
матки наблюдается увеличение в семь с лишним раз (Р< 
<0,0001), а в эпителии роговицы — В полтора раза (Р=0,02). 
Эти же отношения иллюстрирует рис. 27. 

На рис. 28 схематически изображены изменения в протекании 
митотических циклов эпителия матки И роговицы у мышеи по 
данным табл. 17: прерывистой линией показана относительная 
продолжительность интерфазы до введения гормона, сплошной — 
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после двух инъекций эстрона. Как видно из рисунка, время само- 


го митоза ни в той, ни в другой ткани после введения гормона | р 8 
существенно не меняется; в обоих случаях его действие направ- дой бы. 
лено на интерфазу. При этом продолжительность интерфазы 1роСВ они 
але инк 
м1 — Контроль Виях 
о, 
90 Ш 2енъекции 
эстрона 
опЬ 
$. В 
№ - 
Я 5 в среду 
ткани 
Рис. 27. Действие эстрона на митотический индекс полагал, 
эпителия матки (А) и эпителия роговицы (Б) подроби 
у мышей эстрогена 
тии В «а! 
уменьшается в эпителии роговицы в 1.5 раза, а в эпителии мат- еток в. 
ки — почти в 7 раз, то есть в той же степени, в какой под влия- р поло? 
нием эстрона в эпителии матки и эпителии роговицы возрастает 1 
количество митозов. гуляции 7 
Таким образом, и в эпителии матки, и в эпителии роговицы Как из 
продолжительность митоза при действии эстрогена оставалась ны Гелфа 
: без изменений, а время большой ‹ 
| р к интерфазы сокращалось рактером 
у №, Аы пропорционально увели- уха мыши 
| | С \ ыы ре чению митотического ин- стимуляци 
| Г м м  Декса. Значительная раз- в инкубац 
| 1 бр | ница в ответе на гормон ры сущ 
\ я) м позволяла думать, что на- Организм 
ж р ме 5 блюдаемая стимуляция не м и 
ера та деления клеток в исследу- иде 
] и емых тканях связана с цах к 
| > изменением различных я Риме 
Рис. 28. Схема действия эстрона на ми- отрезков их интерфаз, то оВления 
тотический цикл эпителия матки (А) и 7 МИто 
эпителия роговицы (Б) у мышей есть с неоднозначными по тичес 
М — митоз. Прерывистая линия — продолжи- своеи природе процесса- Ц Зада 
тельность интерфазы до введения эстрона; ми. Если бы это было так, ИИ Дей 
сплошная линия — то же после двух инъекций то результаты проведен- тели м: 
ЕЕ ных опытов в значитель- Даны 
ной мере подтверждали Вуда и 
бы представления Суонна (З\уапп, 1958; см. гл. ГУ), который ЗНарнь и 
предполагал существование различных путей гормональной’ ре- ©бь тие 
гуляции деления клеток в тканях-мишенях и тканях, не обла- 


дающих специфичностью по отношению к гормону. 
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Однако полученный материал не давал определ а 
ре. вопрос, так как не было оао В 
са 5 у Но ет эстрон в: митотическом цикле каж- 
а : г х тканей. С целью дальнейшего изучения во- 

редприняты опыты по выяснению влияния эстрона 


на де. ек/ к эпите 5] и ›оговицы в усло 
еление теток в лии матку и 1 
Е К 1 ятелии Г 


9. ДЕЙСТВИЕ ЭСТРОГЕНОВ 
НА ДЕЛЕНИЕ КЛЕТОК В ЭПИТЕЛИИ МАТКИ 
И ЭПИТЕЛИИ РОГОВИЦЫ В УСЛОВИЯХ ИНКУБАЦИИ 8 


В опытах с инкубацией эпидермиса уха мыши Буллоу 
(№. $. ВиПоцов, 1953, 19555, и др.) показал, что при добавлении 
в среду эстрогенов они стимулируют митотическую активность 
ткани только в присутствии глюкозы, являющейся, как он пред- 
полагал, основным энергетическим источником деления клеток 
(подробно см. гл. ГУ). Отсюда был сделан вывод об активации 
эстрогенами глюкокиназной реакции и усилении притока энер- 
тии в «антефазе», то есть непосредственно перед вступлением 
клеток в митоз. Именно этот принцип действия эстрогенов Бул- 
лоу положил в основу своих представлений об их участии в ре- 
гуляции деления клеток. 

Как известно, взгляды Буллоу подверглись критике со сторо- 
ны Гелфанта (@еШапё, 1960а, Ъ, с, и др.), не обнаружившего в 
большой серии опытов связи между утилизацией глюкозы и ха- 
рактером действия гормонов на деление клеток в эпидермисе 
уха мыши ш УЙго. Гелфант пришел к заключению, что в основе 
стимуляции или торможения митозов при добавлении гормонов 
в инкубационную среду лежат иные механизмы, чем те, по кото- 
рым осуществляется гормональная регуляция деления клеток в 
организме. Позднее было показано (СаПага, 1963), что эстрон 
не стимулирует в условиях инкубации митотическую ЕЯ 
эпидермиса уха крыс. Тем самым был НОЕ а | р 
цах применения метода инкубации органов по Буллоу С а 
новления общих закономерностей участия гормонов в регу? 

ния. > 
И тоебованая входило изучение в условиях инкуба- 
Г а ‹леток в эпителии матки и эпи 

ции действия эстрона на деление к: 


х ной реакцией на 
— обладающих различной р 
телии роговицы — тканях, > 
Е ы та \Ёуо. В случае справедливости предположения 
ин о : твия эстрогенов как 


Буллоу об универсальном о было ожидать, что 
мул ов! 21 ы дать 

ЭН тических стимулятор р : в рат- 

т и ткань-мишень, И контрольная ткань при кра 


ковре эстро ом будут реагировать на гор- 
ь р 
ременнои инкубации с 


мон увеличением числа митозов- 
алеева, 1963. 


з См Епифанова, Курская № В 


При проведении опытов использовались в основном методы 
Буллоу и Джонсон (19516) и Уткина (1961, 1962). 

одопытными животными служили беспородные белые Мыши 
и мыши линии СВА. Всего было проведено 15 опытов на 83 мы. 
шах. Для каждого опыта брали по пять-шесть неполовозрелых 
или кастрированных за 20 дней до забоя самок. После забоя у 
мыщей удаляли оба глаза и средние участки обоих рогов матки, 
которые помещали в четыре сосудика аппарата Варбурга таким 
образом, что два сосудика содержали по пять или шесть глаз, 
а два — по пять или шесть кусочков рогов матки. Среда инку- 
бации представляла собой солевую буферную смесь следующе- 
го состава: 0,9ф Мас] — 100 мл; 1,15% КС! —4 мл: 1,22% 
СаС5 —3 мл; 3,82% М550. 7Н›О—1 мл; 01 М Ма›НРО, 


(РН 7,3) —21 мл. К среде добавляли глюкозу до конечной кон- 
центрации 0,02 М. 


Инкубацию проводили в 3 мл с 
(при этом достигалась наилучшая 
при температуре 37° в течени 


реды в атмосфере кислорода 
сохранность тканей матки) 


е 5 час. Через | час после начала 
инкубации в основное пространство сосудика вводили из боко- 


вой реторты колцемид в конечном разведении 1: 950 000 для 
остановки вновь возникающих митозов на стадии метафазы. 
В сосудики с подопытным материалом (левые глаза или участки 
левого рога матки) добавляли 0,05 мл спиртового раствора, со- 
державшего 5 у эстрона; в сосудики с контрольным материалом 
(правые глаза или Участки правого рога матки) добавляли со- 
ответствующее количество спирта. В некоторых опытах исполь- 
зовали так называемый водный раствор эстрона (по Буллоу). 
С этой целью кристаллический эстрон растворяли в возможно 
меньшем количестве этилового спирта и затем добавляли физио- 

логический раствор до тех пор, пока эстрон не начинал выпадать 

в осадок; 0,1] мл этого раствора, содержавшего 10 у эстрона, 


вводили в среду для инкубации. К контрольной среде добавляли 
равный объем этанола. 


По окончании инкубации мате 


риал фиксировали в жидкости 
Карнуа. Из роговиц готовили, 


как обычно, тотальные препараты, 
срезы толщиной 7 |; окраску пре- 
атоксилином Майера. Митозы подсчи- 
к эпителия роговицы и эпителия поло- 
индекс ‘выражали отношением числа 
еток в промилле. 
лом были однозначными. Кастриро- 
нее пригодными для ‘опытов с инку- 
‚ У которых исходный митотический 
выше, что позволяло более точно 
оверность получаемых данных. 

В табл. 19 приведены результаты трех опытов на неполово- 
зрелых мышах. 
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Таблица 19 


матки и эпителий роговицы 
в услозиях инкубации 


Средний митотический индекс в эпителии 


у мышей при дейстзии эстрона 


Митотический к 
ре ческий индекс, °/. 
Номер | Доза - 

: эетро- эпителий маткь Е Й 
опыта | 561 ро ла тки эпителий роговицы 


опыт < и ет 
| контроль опыт | контроль 


1,81=0,5 0,45—0,1 0,11=0,95 | 0,68—=0,2 
Р>0,05 Р=0,01 

1,12=0,3 | 0,65=0,2 0,55=0,4 | 0,95=0,1 
Р>0,05 Р<0,01 

&, 68-5438 12-Е 0,70=0,2 | 0,90-0,2 
Р>0,05 Р>0,05 


С в > = ъ о 
Как следует из табл. 19, средний митотический индекс у под- 
опытных животных в эпителии матки во всех трех опытах выше, 
в эпителии роговицы, напротив, ниже, чем в контроле. 
Таблица 20 


Остановка митозов колцемидом в эпителии матки и эпителий роговицы 
у мышей при действии эстрона 


Число митозов по фазам 


метафа- телофа- 
профаза| Е [нафаза| т 


Инкубируемая ткань 


Эпителий ро- | 
говицы 1 

Эпителий опыт 
матки контроль 


ОНИ. а БИ п" р ое Е 1 
контроль р 


В табл. 20 приведены данные по соотношению фаз митоза в 
исследуемых тканях (опыт № 9 из табл. 19). Эти данные указы- 
вают на то, что в опыте и в контроле колцемид останавливает все 
митозы на стадии метафазы. Поскольку колцемид добавляли 
всегда через 1 час после начала инкубации, а продолжитель 
ность митоза в обеих тканях равна примерно 1 часу, то, следо- 
вательно, все остановленные митозы представляют ри Е. 
ки, вступившие в деление уже во время инкубации, оэтому 
причиной снижения митотического индекса НЕ рогови- 
цы является не ускорение прохождения де амЕ пм 94 
митоза, а торможение вступления их в митоЗ. ние е. 
вышение митотического индекса в а те — ыы 
замедлением протекания митоЗа, а более о ри 
клеток к делению. Гаким р ое р на- 
ную среду эстрона в количествах 5 и Ея т _ 
блюдалась тенденция к повышению митоти х Г 
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вторявшаяся из опыта в опыт. Однако этот стимулирующий эф. 
фект эстрона вряд ли было бы правомерно отождествлять с его 
действием при введении в организм животного, когда в эпителин 
матки происходит быстрое и многократное увеличение митоти. 
ческого индекса, причем этот феномен, как уже говорилось, про- 
слежен в пределах достаточно обширной шкалы доз — от 0,1 
до 200 у на мышь (Т1се, 1961). 

Определенное несоответствие между данными, получаемыми 
В опытах т \1уо и в условиях инкубации ш уЙго, было обнару- 
жено при исследовании действия эстрона на деление клеток в 
эпителии роговицы. Как было показано в предыдущем разделе, 
введение гормона мышам вызывало повышение митотического 
индекса этой ткани, в то время как инкубация глаз в присут- 
ствии эстрона приводила к снижению в ней числа клеточных де- 
лений. Угнетение митотической активности в эпителии роговицы 
мышей через | час после непосредственного нанесения на глаз 
эстрадиола в различных концентрациях наблюдали Тети и Лан. 
глуа (ТЕН е{ Гапо]о1$, 1954). 

По-видимому, одной из основных причин расхождения ре- 
зультатов, получаемых при исследовании влияния эстрона на де- 
ление клеток путем введения его в организм животного, с одной 
стороны, и в инкубационную среду, с другой, является кратко- 
временность проводимых в последнем случае наблюдений, не 
эффект действия гормона. 
уллоу ограничен возможностью 
митотического цикла, включаю- 


Ь для изучения факторов, 
непосредственно влияющих на вступление клеток в митоз и его 
прохождение, недостаточен без сочетания с другими методами 
для изучения действия гормонов на весь митотический Цикл И 
вследствие этого для установления общих закономерностей гор- 
мональной регуляции деления клеток. 
Вместе с тем данные, полученные в опытах с инкубацией, 
против предположения Буллоу об универ- 
ействия эстрогенов как энергетических сти- 
льку в эпителии роговицы при 
инкубации с эстроном по методу Буллоу наблюдалась не стиму- 
ой активности. Во всяком слу- 
и способны выступать в качестве стимулято- 
ров притока энергии для осуществления митоза, то в опытах с 
Й в по Буллоу этого выявить не удалось. 
ля решения вопроса предстояло исследовать действие эстро- 
ды митотического цикла эпителия матки 


и т роговицы. Изложению этих данных посвящена 
гл. УШ. 
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Глава У. 


ВАНИЕ МИТОТИЧЕСКИХ ЦИКЛОВ 
ИНЕТИКИ КЛЕТОЧНЫХ ПОПУЛЯЦИЙ 
ПРИ ДЕЙСТВИИ ЭСТРОГЕНОВ 


ео АА те: ИИ 


1. МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 


Все исследование было выполнено методом радиоавтогра- 
фии. Метод радиоавтографии позволяет изучать жизнедеятель- 
ность клеток с помощью радиоактивных изотопов. Метод осно- 
ван на введении в исследуемый объект радиоактивного метабо- 
лита («метки») и выявлении его локализации путем фотографи- 
ческой регистрации излучения. Таким образом, радиоавтогра- 
фия является способом получения изображений (автографов) в 
результате воздействия на фотоэмульсию радиоактивного веще- 
ства, заключенного в объекте. Это изображение представляет 
собой скопление зерен восстановленного серебра фотоэмульсии 
над местом расположения радиоактивного вещества в исследуе- 
мом материале (подробно см. Воуа, 1955; ЕЙхвега!9, 1955, 1959; 


Грачева и др., 1960; Жинкин, 1959; Жинкин и др. 1960). В каче- 
стве радиоактивного индикатора в наших опытах применялся ти- 


мидин, меченный тритием. ь 
Метод радиоавтографии с применением Н3з-тимидина. Тритий 


(Нз) является единственным радиоактивным изотопом водоро- 


да; период его полураспада составляет 12,4 года. Возникающие 
при распаде трития В-частицы обладают малой энергией 
(0,0057 мэв), что на порядок меньше энергии В-частиц радиоак- 
тивного углерода См, и как следствие небольшой длиной а 
в веществе (в фотоэмульсии До 1 в). По данным Хьюза 
(У. Г. Ниспез, 1958), почти вся энергия ре трития при 
радиоактивном распаде в живых тканях локализуется и 
сферы диаметром 1 и. Это создает Е НЕ ВЕР я 
применения трития В радиоавтографии, о а ый 
точность расположения зерен серебра над мест К 


изотопа. б 8 
нием трития ыли изготов 

афы с использовани 
я к ы е применение его в радиоав- 


5 нако широко 5 
лены еще в 1951 г., 9Д и к в Брукхэвенской националь- 


ого, ка к 
тографии началось после того, о 
ы ть ии (США) был получен Нз-тимидин. Благодаря 
в почти во всех метаболитах, 


тому, что водород содержится 
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тритием можно пом 
лекулу тимидина т 
занных на рис. 99. 
Тимин, входящий 


етить огромное количество соединений. 


В состав тимидина, представляет собой 

единственное из четырех азотистых оснований, образующих 

полинуклеотидную структуру ДНК, 

О которое характерно только для мо. 

лекулы ДНК. Поэтому меченый ти- 

НУ СН мидин используется клеткой почти 

1) исключительно для синтеза ДНК, 

» м являясь ее специфическим прелше. 
т Е ственником. 

* Та СС -нюн К числу больших достоинств Нз- 

тимидина как меченого индикагора 


относятся быстрота его включения в 

Рис. 29. Формула Н3-тимидина. СТРУктуры, синтезирующие ДНК, и 
Тритий может быть введен относительно недолгое пребызание 
в любое из двух положений, в организме. На примере различных 
обозначенных на рисунке тканей млекопитающих было пока- 
зано, что уже через несколько минут 

после введения Н3З-тимидина последний включается в ДНК, а сво- 
бодный Н3-тимидин подвергается катаболизму до тритизвой во- 
ды и продукты его распада выводятся из организма в течение 
1 часа после инъекции (№. Г. Нисвез, 1958; РоНег, 1959; ВиБи 

еЁ а1., 1960, 1962). 

Благодаря этим особенностям НЗ 
зываются только те клетки, которые в момент его введения син- 
тезируют ДНК (см. гл. И), что позволяет в дальнейшем просле- 
живать судьбу таких клеток и изучать динамику всей клеточной 
популяции. Подобный же анализ можно проводить и на отдель- 
ных хромосомах. 

Принципы радиоавтографического анализа митотических ЦИК- 
лов и кинетики клеточных популяций ш Ухо были разработаны 
сотрудниками Брухэвенской национальной лаборатории во главе 
с Квастлером (ОцазНег а. ЗВегтап, 1959; ОцазИег, 1960, 1963с; 
ЗБегтап а. ОицазИег, 1960), а затем расширены и дополнены дру- 
гими исследователями (Мепае!зоНл, 1960, 1962, 1963: Мепае!- 
зоНи её а1., 1960; Ргу её а|., 1961; Н. А. ТоНпзоп, 1961; Куз1е[езК! 
еЁ а|., 1961; ГезКег е# а|., 1961; ОеШег и. ВисВпег, 1961; Вазегоа 
а. К1з1е]$К1, 1962а, Б; КоБиго и. Маигег, 1962; Рес, 1962; Дондуа 
и Дондуа, 1964, и др.). 

Определение продолжительности периодов митотического 
цикла по изменению процента меченых митозов. Этот метод ос- 
нован на тех же приемах, которые были описаны Говард и Пел- 
ком (Но\ага а. Рес, 1951а, Ь, 1953), использовавшими в каче- 
стве индикатора синтеза ДНК в клетках \1с!а ГаБа радиоактив- 
ный фосфор Р?з? (см. гл. П, раздел 1) 
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Время между инъенцией и забоем 


Рис. 30. Изменение процента меченых митозов в различные 

сроки после введения Н3-тимидина. Гипотетический случай, 

когда величина каждого периода митотического цикла’ посто- 

янна для всех клеток. По Квастлеру и Шерману (ОиазИег 
а. ЗНегтап, 1959) 


Ё,— продолжительность периода @»; [и —продолжительность митоза; # 5— 


продолжительность $-периода; ть — продолжительность митотического 
цикла (время генерации). 


ходящих в это время в 5-период из пресинтетического периода 
С, настолько незначительно, что им можно пренебречь. Таким 
образом, клетки, находящиеся в момент введения изотопа в @1 
и С2-периодах, а также в процессе митоза, не будут содержать 
метки. 

Продолжительность периодов митотического цикла можно 
определить графически (ОцазИег а. ЗНегтап, 1959), регистрируя 
изменения процента меченых митозов В различные промежутки 
времени после однократной инъекции Н3-тимидина (рис. 30). 

Первыми мечеными клетками, вступающими в митоз, будут 
те клетки, которые при введении изотопа находились в самом 
конце $-периода. Следовательно, время от момента инъекции 
Н3з-тимидина до появления первых меченых митозов (Ёс, ) явля- 
ется минимальным временем постсинтетического (премитотиче- 
ского) периода С2. 

В дальнейшем в митоз вступают все новые порции меченых 
клеток и число меченых митозов соответственно нарастает, а за- 
тем начинает снижаться и достигает нуля, когда запас меченых 
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клеток полностью истощается, то есть когда заканчивают деление 
те клетки, которые в момент введения Н3-тимидина находились 
В самом конце 5-периода. Период времени от появления первых 
меченых митозов до их исчезновения является максимальным 


% меченых мито308 


ОТ 5 0 Ра ее 
Время между инъекцией и забоем, ч1сь! 


Рис. 31. Изменение процента меченых митозов в эпите- 

лии крипт подвздошной КИШКИ м мышей в различные 

сроки после введения НЗ-тимидина (ОцазНег а. ЗНег- 
тап, 1959) 


временем $-периода. За среднюю продолжительность $-периода 
(#5) Квастлер и Шерман предлагают принимать тот интервал 
времени, в течение которого наблюдается свыше 50% меченых 
митозов. 

Пройдя весь цикл, клетки вновь начинают делиться, и на ав- 
тографах снова появляются меченые митозы. Отрезок времени 
между двумя максимумами ‘меченых митозов соответствует про- 
должительности всего митотического цикла или времени генера- 
ции (Т). Длительность пресинтетического (постмитотического) 
периода С, определяют путем следующего расчета: в, =Т— 
— (Вю, +»). Поскольку указанный метод позволяет лишь 
очень приблизительно судить о продолжительности митоза (1), 
Эту величину обычно находят в отдельном опыте, одним из ено- 
собов, разобранных в разделе 8 гл. МИ. 

ривая, изображенная на рис. 30, отражает гипотетический 
случай, когда продолжительность каждого периода митотическо- 
го цикла является величиной, постоянной для всех клеток. 
В этих условиях должно наблюдаться регулярное чередование 
во времени одинаковых подъемов и спадов процента меченых 
митозов. Однако в силу вариабильности прохождения клетка- 
ми периодов митотического цикла кривые, получаемые в экспе- 
рименте, носят несколько иной характер (рис. 31). 

Проследив за изменениями процента меченых митозов в эпи- 
телии кишечника у мышей после однократной инъекции Н3-ти- 
мидина, Квастлер и Шерман (ОназШег а. Зпегтап, 1959) обна- 
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левой ь 
относительно пологий спуск У левой части кривой противостоит 


ска отражает, по мнению Е и Наклон этого спу- 
входят в 5-период, а также свидете рость, с которой клетки 
должительности $-периода у от о. м 

Е : дельных клеток. Вследствие ва- 
ве аИЕ в прохождении клетками периодов С; и С. в экс- 
периментальных условиях не наблюдается ста процентов мече- 
ных митозов, а второй подъем кривой обычно значительно ниже 
первого (см. рис. 31). Помимо различий р ры. 
ми митотических циклов, на Ев 
ми 1 ки? лов, на характере кривой изменения процен- 
тов меченых митозов могут отражаться ошибки метода радио- 
автографии. Так, например, недостаточную высоту второго пика 
кривой объясняют тем, что после второго деления митозы содер- 
жат слишком мало метки и уже не могут быть зарегистрированы 
на автотрафах как меченые (Рескват а. Киекво{ег, 1962). 

Существуют приемы, позволяющие контролировать правиль- 
ность определения продолжительности периодов митотического 
цикла по проценту меченых митозов. Критерием того, что разде- 
лились все клетки, находившиеся в момент введения Н3З-тимиди- 
на в 5-периоде, может служить удвоение числа меченых клеток. 
В противоположность этому среднее число зерен серебра на 
клетку должно уменьшаться после каждого деления в два раза. 
По наблюдению Квастлера и Шермана, это «разбавление 
метки» протекает с некоторым ускорением, которое может быть 
отнесено за счет невозможности выявления клеток с малым чи- 
слом зерен, а также распада части клеток, включивших наиболь- 
шее количество изотопа. 

Определение продолжительности $-периода и времени гене- 
рации в системах, находящихся в стационарном состоянии. Си- 
стемы, находящиеся в стационарном состоянии, или З{еа4у зфаёе 
(см. гл. Г, раздел 2), должны удовлетворять следующим требо- 
ваниям: а) число клеток, поступающих в какую-либо часть си- 
стемы, например в один из периодов митотического цикла, т 
да равно числу клеток, выходящих из этон Е р 
6) отношение числа клеток в любом периоде цикла (пе р р 
мени пребывания их В этом периоде (&) есть величина посто 
янная и равная отношению общего числа клеток (№) к ре 
жительности всего митотического цикла, или времени генер 


ции (Т): 
(1) 


откуда 


(ср. с уравнением (3) в гл. УП). 


12 0. И. Епифанова 


Пользуясь этим уравнением, можно вычислить продолжи- 
тельность 5-периода ({; ), если известны индекс меченых кле- 


п. г 
ток (1=°) и величина Т; точно так же, зная продолжитель- 
М№ 


ность 5-периода, можно определить время генерации клеток 
(ОпазИег а. ЗНегтап, 1959; Оцаз@ег, 1960). 

Понятие о «пролиферативном пуле». Определяемая таким об- 
разом величина Т отражает лишь среднее время генерации, так 
как не все клетки исследуемой популяции участвуют в митотиче- 
ском цикле, синтезируют ДНК и в дальнейшем вступают в деле- 
ние. Отношение числа пролиферирующих клеток к общему чис- 
лу клеток популяции составляет ее «пролиферативный пул» 
(КузейезКЕ еЁ а|., 1961), или «фракцию роста» (Мепае!зовл, 
1962). 

Поскольку в тканях млекопитающих пролиферативный пул 
(Ре) обычно бывает ниже 100%, в расчеты необходимо вносить 
соответствующую поправку; в противном случае время гене- 
рации будет завышено, как. это имело место в работах Джон- 
сона и др. (Н. А. Лобпзоп её а|., 1960; Н. А. Топзоп а. Вопа, 
1961). 

Для экспериментального определения величины Ре ш \№0 в 
организм вводят Н3-тимидин через промежутки времени, мень- 
шие, чем продолжительность 5-периода, и на протяжении всего 
времени генерации. Определив в конце опыта индекс меченых 
клеток в исследуемой ткани, получают представление об общем 
числе клеток, способных к прохождению митотического цикла 
и синтезу ДНК. 

Чем выше пролиферативный пул и короче митотический цикл 
ткани, тем точнее можно определить продолжительность отдель- 
ных периодов цикла. 

словия проведения опытов. Как и в первой части работы 
(гл. УП), объектом исследования служили эпителий матки и эпи- 
телий роговицы мыши. Подопытными животными являлись 
в основном самки линии СВА, а также беспородные мыши 
весом 20—25 г. Всего под опытом находилось около 150 мы- 
шей. 

В работе был использован Н3-тимидин производства Радио- 
химического центра в Англии (Тне КаюосНеписа| Сешге, Ащег- 
Пат, Висктопатз те, Епо]апа) — удельная активность 
25 С/тМ и Бельгийского центра ядерной энергии (Г.аБога{о!гез 
Ч СЕ. М. -а Мо1-Ропк, Ве!о14ие) — удельная активность 
3,0 С/тм. 

В большей части опытов Н3-тимидин вводили мышам внутри- 
брюшинно из расчета 0,6 иС/е-в 0,1 мл физиологического раство- 
ра (см. \. Г. Ниорез, 1958; Жинкин и др., 1961). В тех случаях, 
когда исследовали только роговицу, Н3З-тимидин закапывали 
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мышам прямо в глаз (по | иС). Такой способ введения мече- 
ного а обусловлен особенностями строения роговицы 
(см. гл. УП, раздел 1); он обеспечивает быстрый контакт ткани 
с метаболитом, позволяя значительно сокращать время экспози- 
ции, И намного превосходит по простоте метод введения НЗ-тими- 
вю У — ака глаза (Наппа а. О’Вцеп, 1960, 1961; 


Животных забивали в разные сроки после введения Н3-тими- 
дина (в зависимости от условий опыта). 

Для фиксации обеих изучаемых тканей применяли жидкость 
Карнуа. По данным лаборатории Лёблона (Коргха а. Ге опа, 
1962), этот фиксатор обеспечивает в радиоавтографических ис- 
следованиях наилучшее выявление соединений, меченных три- 
тием. 

Время фиксации матки составляло, как и при изготовлении 
обычных гистологических препаратов, 30 мин., роговицы — | час 
(подробно см. гл. УП, раздел 1). 

Для получения автографов изготовляли поперечные срезы че- 
рез рог матки (5 и) и роговицу (4 ц). Срезы наклеивали на 
предметные стекла стандартной толщины, после чего обычным 
способом освобождали от парафина и проводили по спиртам ни- 
сходящей концентрации до 96° спирта. 

Автографы готовили на жидкой ядерной эмульсии типа «М» 
(средний диаметр непроявленных зерен серебра меньше 0,3 и), 
выпускаемой Научно-исследовательским кинофотоинститутом 
(НИКФИ) в Москве (Богомолов и др., 1957). Эта эмульсия, мно- 
гократно апробированная в исследованиях на различных объек- 
тах. обладает большой разрешающей способностью (см. Аиг!- 
1ссН1о её а1., 1960; Жинкин и др., 1961, и др.). 

Перед нанесением на срезы эмульсию расплавляли в ультра- 
термостате при 45°. Препараты погружали в стаканчик с эмуль- 
сией. после чего им придавали горизонтальное положение. Все 
манипуляции проводили при свете фонаря с желто-зеленым све- 
тофильтром. у 

Препараты < нанесенной эмульсией помещали в светонепро- 
ницаемые ящики и экспонировали при комнатной температуре. 
Автографы матки получали при двухнедельной экспозиции. Вре- 
мя экспозиции автографов роговицы составляло два месяца при 
внутрибрюшинном введении Нз-тимидина и пять дней при зака- 
ПЫВ аз. 

о автографов производили при 18—20? в тех же 
условиях освещения, что и нанесение эмульсии. Применяли ами- 
доловый проявитель следующего состава: амидол 3 г, сульфит 
безводный 10 г, дистиллированная вода 1 л, лимонная кислота 
0,6 г (дорН 6,7 проявляющего раствора). Время проявления ав- 
то 2 мин. 

а пы в 40%-ном растворе гипосульфита до 
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просветления эмульсии (в течение 10—15 МИН.) , после чего 
автографы промывали холодной проточной водой в течение 20—. 
30 мин. 

Автографы окрашивали по Фёльгену и гематоксилином Май- 
ера, а затем обезвоживали и заключали в бальзам. Окраску по 
Фёльгену производили до нанесения эмульсии с целью предот- 
вращения возможных артефактов (Жинкин и др., 1961); окра- 
шенные препараты проводили до 96° спирта и высушивали перед 
нанесением эмульсии. Окраску гематоксилином Майера произ- 
водили обычным способом после проявления автографов. 

Автографы исследовали при том же увеличении (окуляр 7Х, 
объектив 90%), которым пользовались для подсчета митозов в 
первой части работы (см. гл. УП, раздел 1). 

На препаратах подсчитывали число меченых и немеченых ми- 
тозов (как правило, 70—100 митозов в 6000 и более клеток), чи- 
сло меченых и немеченых клеток (подсчитывали 2000 клеток) и 
количество зерен серебра на меченую клетку (в 50 клетках) в 
эпителии, выстилающем полость матки, и в базальном слое эпи- 
телия роговицы. В некоторых опытах исследовали также эпите- 
лий маточных желез. 

Митотический индекс (М/) выражали отношением числа ми- 
тозов к общему числу клеток в промилле, индекс меченых кле- 
ток (/) — отношением числа меченых клеток к общему числу 
клеток в процентах. 

Статистическую обработку материала проводили по тем же 
методам, что и в первой части исследования. 


2. ДЕЙСТВИЕ ЭСТРОГЕНОВ НА МИТОТИЧЕСКИЙ цикл 
И КИНЕТИКУ КЛЕТОЧНОЙ ПОПУЛЯЦИИ ЭПИТЕЛИЯ МАТКИ 1 


В первой части работы было показано, что введение мышам 
эстрона повышает митотический индекс как в ткани-мишени 
(эпителий матки), так и в неспецифической ткани (эпителий ро- 
говицы), но в первом случае многократно, а во втором — лишь в 
полтора раза. С помощью колхицина было установлено, что вре- 
мя самого митоза ни в той, ни в другой ткани не меняется, а 
продолжительность интерфазы сокращается пропорционально 
увеличению митотического индекса. Оставалось неясным, на ка- 
кой именно период митотического цикла каждой ткани действует 
эстрон. 

В первую очередь предстояло исследовать изменения, вызы- 
ваемые введением эстрона в митотическом цикле эпителия матки, 
а также в составе всей популяции эпителиальных клеток. 

Вопрос этот никем специально не изучался, и данные о дей- 
ствии эстрогенов на митотический цикл эпителия матки в лите- 
ратуре отсутствуют. Имеются лишь единичные работы, в кото- 


' См. Епифанова, 19626, 1963, 1964. 
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13,5 часа | 

=51/› час.). | 
тическом цик 
лучавших го] 
на какие пер 


пых учитывалась динамика включения Н3-тимидина в ДНК кле- 
ток эпителия матки мыши на некоторых стадиях эстрального 
цикла (В. Е. \МаЩег, 1959, 1960) и после однократной инъекции 
эстрадиола (РеггоНа, 1962). Во всех случаях под влиянием эст- 
рогенов происходило уве 


Е личение числа меченых клеток, которое 
опережало по времени подъем митотической активности, из чего 


был сделан вывод (РеггоНа, 1962) о том, что действие эстроге- 
нов на деление клеток в эпителии 


матки связано со стимуляцией 
синтеза ДНК. 


Несколько более подробно исследован вопрос о влиянии 
эстрогенов на митотический цикл и кинетику клеточной популя- 
ции эпителия влагалища мыши (РеггоНа, ОцазМег а. З{а1еу, 
1961) и крысь (РесКват, а. Клеквог, 1962; Рескваш, Вагазв 
еЁ а|., 1963; РесКрашт, Г.адлзКу а. КуеКНогег, 1963). 

Пекхэм и Кикхофер (РескПашт а. КеКНоГег, 1962) ежедневно 
вводили кастрированным крысам по 1,25 у диэтилстильбэстрола 
в течение двух недель (для установления состояния з{еа4у з{айе) 
и определили методом радиоавтографического анализа с НЗ-ти- 
мидином, что в этих условиях продолжительность митотического 
цикла клеток базального слоя эпителия влагалища составляет 
13,5 часа (при 20,<45 мин. Ё +Ёы =13/л часа, №, =6 час., 5, = 
=51/› час.). К сожалению, в работе отсутствуют данные о мито- 
тическом цикле той же ткани кастрированных животных, не по- 
лучавших гормона (контроль), что не позволяет судить о том, 
на какие периоды цикла действовал эстроген. 

В аналогичных опытах с большей дозой диэтилстильбэстрола 
(10 у) наблюдалось резкое сокращение продолжительности ми- 
тотического цикла эпителия влагалища — до 4 (!) час. при пол- 
ном исчезновении периода С› (РескНат, Га@тзКку а. Кекпогег, 
1963). Однако авторы не смогли объяснить, почему в этих усло- 
виях время обновления всего эпителиального пласта изменялось 
очень незначительно (с 30—45 до 28—36 час.). По-видимому, 
этот вопрос нуждается в дальнейшем исследовании с примене- 
нием контрольных приемов анализа. | 

Перечисленные работы показывают, что точки приложения 
действия эстрогенов в митотическом цикле тканей-мишеней пока 
еще остаются неизвестными. Описываемые ниже опыты посвя- 
щены исследованию этого вопроса. " 

Для определения продолжительности митотического цикла и 
его периодов в эпителии матки в опыт было взято 68 мышей ли- 
нии СВА весом 95 г с предварительно удаленными яичниками. 
Подопытным животным (34) произвели через 22 дня после опе- 
рации двукратную подкожную инъекцию эстрона (по 2,5 ув 

‚| мл масла) с интервалом в сутки. Контрольным животным 
(34) в те же сроки вводили масло. Через сутки после второй’инт- 
екции всем мышам ввели внутрибрюшинно по 15ЮсН имидина 
с удельной активностью 2,5 С/тМ в 0,1 мл физиологического 
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раствора. Животные были забиты через 1, 1,5, 2, 3, 4, 6, 8, 10, 12, 
15, 18, 21, 24, 30, 36, 48, 72 и 96 час. после введения изотопа. На 
каждый срок брали по две контрольные и две подопытные 
мыши. 

Автографы матки готовили по способу, описанному в разде. 
ле 1. Срезы окрашивали по Фёльгену и гематоксилином Майера, 
На рис. 32 и 33 представлены микрофотографии некоторых ав- 
тографов. 

Отдельные методические приемы, использованные при поста- 
новке дополнительных опытов, будут описаны по ходу изложе- 
ния результатов. 

Прежде всего был определен митотический индекс в эпителии 
полости матки. Как показал подсчет числа митозов (см. также 
рис. 41), введение эстрона вызывает многократное увеличение 
числа митозов в этой ткани, что согласуется с данными, полу- 
ченными в первой части исследовавия. Так, в опыте митотиче- 
ский индекс был равен 9,8= 1,2% (данные на 8 животных), в 
контроле — 2,3= 0,35% (данные на 10 животных). Эти различия 
достоверны (Р< 0,0001). 

Далее была сопоставлена продолжительность отдельных пе- 
риодов митотического цикла в эпителии матки контрольных и 
подопытных животных (рис. 34). 

В верхней части рисунка изображена кривая изменения про- 
цента меченых митозов в эпителии полости матки контрольных 
мышей в различные сроки после введения Н3-тимидина. 

Уже через | час после инъекции можно наблюдать первые 
меченые митозы (профазы и метафазы). Как видно на рисунке, 
количество меченых митозов в контроле (верхняя часть рисун- 
ка) составляет 50% через 1,5 часа после введения Н3-тимидина 
и, достигнув пика, вновь доходит до 50% через 10 час. Этот от- 
резок времени, равный примерно 8,5 часа, представляет собой, 
по Квастлеру и Шерману (см. раздел 1), среднее время периода 
синтеза ДНК (& ). 

Как уже было сказано, время генерации (Т), или продолжи- 
тельность митотического цикла, можно определить по расстоя- 
нию между двумя максимумами меченых митозов, которое в на- 
шем случае равно 42 час. Митоз (1) длится в эпителии матки 
кастрированных мышей — | час (см. гл. УИ, раздел 8). Зная все 
перечисленные величины, можно рассчитать и время пресинте- 
тического периода С: 16, =42 ч— (1ч-+1ч+8,5ч) =31,5 часа. 

В нижней части рис. 34 представлены аналогичные данные, 
полученные на подопытных животных. Продолжительность пе- 
риода С› здесь также равна - 1 часу, но время 5-периода сокра- 
щается до 5,5 часа, а всего митотического цикла — до 26 час. 
Поскольку длительность митоза в эпителии матки при введении 
эстрона не меняется (см. гл. УП, раздел 8), время периода Су 
будет равно 26 ч— (1 ч+1 ч+5,5 ч) = 18,5. час. 
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я матки мыши, подвергнутой действию эстро- 
ина. Поперечный срез рога матки 
окраска гематоксилином Майера 


ДЕ- третий автографы; А, В, Д — объектив сфокуси- 
1— профаза, 2 — метафаза, 3 — анафаза; 


Рис. 32. Три автографа эпители 


на, через 4 часа после введения Н3-тимид 
(5 в), эмульсия «М», экспозиция 14 дней, 


А, Б — первый, В, Г — второй, 
Б, Г, Е — на зерна серебра, 


рован на клетки, 
1’, 2’, 3’ — зерна серебра н 


ад теми же клетками 


Рис. 33. Два автографа эпителия матки мыши, подвергнутой действию эстрона, 
через 6 часов после введения Н3-тимидина м 

Условия приготовления автографов см. рис. 32 в. ® 
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15 20 90 48 72 96 
Время после введения Н3З-тимидина, часы 


Рис. 34. Изменение числа меченых митозов в эпителии полости 
матки у мышей в различные сроки после введения Н3-тимидина 


Верхний график — контроль, нижний — опыт. Каждый знак — данные по 
одному животному (среднее из 50—70 митозов в контроле и 70—100 мито- 
зов в опыте) 


Данные о продолжительности митотического цикла в эпите- 
лии матки контрольных и подопытных мышей находят подтверж- 
дение при подсчете процента меченых клеток и среднего числа 
зерен серебра на меченую клетку. 

Когда разделятся все клетки, включившие Н3-тимидин, ин- 
декс меченых клеток должен возрасти вдвое. Это удвоение наб- 
людается в контроле к 15 час., а в опыте к 10 час. (табл. 21), 
то есть к тому времени, когда завершают деление последние 
клетки, бывшие в $-периоде (см. рис. 34). 

Среднее число зерен серебра на клетку, напротив, должно 
уменьшиться при делении меченых клеток в два раза; следую- 
щая генерация клеток будет содержать еще меньше зерен и т. д. 
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Таблица 2 


Удвоение числа меченых клеток в эпителии полости мат 
после введения НЗ-тимибина 


эааеые | 


ки у мыщей 


ремя после введения 
изотопа, часы 


5 
в 
я 


Средний контроль 2,5 14,4 |455 |159 |214 | 3,6 | 4,3 |5,9 
индекс ме- | 
ченых кле- | 


ток, % опыт и Е 


я В 


Как видно на рис. 35, в ранние сроки после введения Н3-тимиди- 
на среднее число зерен на меченую клетку практически одинако- 


ние числа зерен вдвое происходит в контроле только к 48 час. 
после введения Н3-тимидина, в то время как в опыте разбавле- ] 
ние метки улавливается дважды — через 36 и 96 час. 

Полученные результаты показывают, что п 


во в контроле (27,4 1,5) ив опыте (26,9 = 1,6). Однако уменьше- 


на весь митотический цикл эпители 


приблизительно в 1,5 раза (рис. 36), что, однако, не покрывает | 
личения митотического индекса (см. рис. 41). 
‚ действие эстрона не ограничивается в дан- 


митотического 
цикла. 


п. 
Подставляя в это уравнение значения - (средний индекс 


меченых клеток) и #; (время синтеза ДНК), получаем для кон- 


2,5 8,5 
трольных животных: ИЕ ть › откуда Т=340 час.; для под- 
6,8 5,5 
х: о =--, откуда Г=8 я 
опытных 0 = куд 0 час 


Полученные данные значительно 
новленные при подсчете числа мечен 


близки к тем, которые были пол 
колхицином (см. гл. УП, раздел 8). Так, например, продолжи- 
тельность времени генерации в эпителии матки контрольных мы- 
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шей, определенна 


же судить по появлению второй во 
то она равна 42 час. Это против 
ложить, что митотический цикл 
клеток, которую можно 

340 


я по уравнению (2) 


тать как отношение 


42 
есть ^—'/з часть, или 12,5% кле- 
ток). В опыте это отношение бу- 


дет равно соответственно ее р: 


9 


('/з часть, или 32,3% клеток). 

Для проверки правильности 
этих вычислений в эпителии поло- 
сти матки был экспериментально 
определен пролиферативный 
пул — число клеток популяции, 
способных проходить митотиче- 
ский цикл (см. раздел 1). 

С этой целью двум контроль- 
ным животным вводили повторно 
по 15 иС Н?3-тимидина через 
каждые 8 час. в течение 45 час., 
а двум подопытным — через каж- 
дые 5 час. в течение 25 час. По; 
окончании опыта определяли ин- 
декс меченых клеток. 

Совпадение полученных ре- 
зультатов с теоретическими рас- 
четами оказалось вполне удов- 


Число дерен серебра на меченую клетки. 


10 2090 48 72 96 
Бремя после 6бедения НЗ- ти- 


летворительным (табл. 22). 

Пролиферативный пул был 
равен в контроле 8,3%, в опыте— 
27,9%, что подтвердило выведен- 
ное соотношение 1 : 3. 


мибина, часы 


Рис. 35. Уменьшение числа зе- 
рен серебра в клетках эпите- 
лия полости матки у мышей 
после введения Н3-тимидина 


Другими словами, в. эпителии 
полости матки подопытных жи- 
вотных число клеток, способных 
проходить митотический Цикл, 
в три раза больше, чем у конт- 


ольных. 
: ЛА этапом исследования было выяснение вопроса 
емое при действии эстрона трех- 
о том, не связано ли наблюда 
эпителии полости 
‘ олиферативного пула в 
Е ое и перемещением клеток из 


матки с ускоренным размн р 
желез =. зас эпителиального пласта, выстилающего 


полость. 


Верхний график — контроль, ниж- 

ний — опыт. Каждый знак — дан- 

ные по одному животному (сред- 

нее из подсчета числа зерен в 
50 клетках) 
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5 Подсчет числа меченых МИтоЗОв 
в различные сроки после введения 
Н3-тимидина (рис. 37) показал, что 

в, ПРодолжительность  митотического 

? цикла и его периодов в эпителии 
желез и в эпителии полости матки 
как у контрольных, так и у подопыт- 
ных животных практически одина- 
кова. Следовательно, время прохож- 
дения клетками периодов митотиче- 

б ского цикла при действии эстрона 


сокращается и в эпителии желез 
Рис. 36. Сокращение про- 


- в 1,5 раза. 
должительности  митотиче- - р 
ского цикла и его периодов Определенный эксперименталь- 
в эпителии полости матки но пролиферативный пул в эпите- 
у мышей в результате вве- лии желез оказался значительно бо- 
м ой лее высоким, чем в эпителии поло- 
тв у 
го цикла) сти матки, и равным в контроле 


25,7%, в опыте 65,4%, то есть он так. 


ь же возрастал в результате гормо- 
нальной стимуляции более чем в 2,6 раза (см. табл. 22). 


Если бы в этих условиях число клеток, перемещающихся из 
желез на поверхность эпителия, оставалось прежним, в эпителии 
желез при действии эстрона должно было бы наблюдаться почти 
трехкратное увеличение индекса меченых клеток по сравнению 
с контролем. В действительности этого не происходит. 


Таблица 22 


Изменение пролиферативного пула в эпителии матки 
мышей при действии эстрона, % 


Эпаятелий полости 


Эпителий же- 
Группа Го Аа лез (в экспе- 
по расчетам |в эксперименте рименте) 
Контроль... 12,5 8:3 25,7 
Е. тчиовюои, 32,3 27,9 65,4 


Как следует из табл. 23, У контрольных мышей индекс мече- 
ных клеток и митотический индекс примерно в 2 раза выше в эпи- 
телии желез, чем в эпителии полости матки, что соответствует 
различиям в пролиферативном пуле при одинаковой продолжи- 
тельности митотического цикла. 

Введение эстрона нарушает эти соотношения, вызывая повы- 


шение митотического индекса как в эпителии желез, так и в эпи- 
телии полости матки. 
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Время после введени 


Рис. 37. Изменение числа меченых митозов в эпи- 
телии полости (Г) и желез (2) матки У мышей | 
в различные сроки после введения НЗ-тимидина | 
Верхний график — контроль, нижний — опыт. Каждый | 
знак — данные по одному животному (среднее из 50—70 | 
митозов в контроле и 70 — 100 митозов в опыте) |} 

| 


Таблица 23 


Изменение среднего индекса меченых клеток (Г) и митотического |} 

индекса (МГ) в эпителии желез и полости матки 9 мышей при | 
действии эстрона 

| 


Эпителий желез | 


Эпателий полости 


М1, о 


Контроль 


- & < 
4 
= 9 > 


Опыт 


+. 


Индекс меченых клеток. % 


юохтхоозлоьь 


1294681012 15182124 50 96 48 
Время после вбедения НЭ- тимидина, часе» 


1 
Рис. 38. Изменение индекса меченых клеток в эпителин полости 


(1) и желез (2) матки у мышей в различные сроки после вве- 
дения Н3-тимидина 
Верхний график — контроль, нижний — опыт. Каждый знак — данные по 
одному животному (среднее из 2000 клеток) 


Увеличение митотиче 
димому, происходит пол 
тотического цикла с 49 
при этом не изменяетс 
ускоренного перемеще 
на поверхность эпител 
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ского индекса в эпителии желез, по-ви- 
ностью за счет сокращения времени ми- 
до 26 час. Однако индекс меченых клеток 
я, что может иметь место только в случае 
ния вступивших в цикл клеток из желез 
иального пласта. Эти отношения наглядно 


демонстрирует рис. 38, из кото 


рого следует, что по 
К в эпителии по 
с контролем на 


эстрона индекс меченых клето 
увеличивается по сравнению 


дования, в то время как в эпите. всех сроках иссле- 

лии желез аналогичных измене- | 

ний не наблюдается. 70 
По-видимому, наблюдаемое 

трехкратное увеличение проли- и 

феративного пула в эпителии по- &Х 50 

лости матки и является результа- Е 1 

том более интенсивного поступле- $ “0 2 

ния клеток желез на поверхность ® 30 

при действительном увеличении в $ 

2,6 раза числа клеток желез, спо- ® 20 

собных проходить митотический 40 


ЦИКЛ. 
Таким образом, действие эст- 
рона на эпителий матки — ткань, 
специфически реагирующую на 
данный гормон, проявляется В рис. 39. Распределение числа 
том, что он: а) в 1,5 раза ускоря- зерен серебра над интерфазны- 
ет прохождение клетками эпите- ми оаекия ея 
лия матки митотического цикла ПКЕ мет НН Тр 
за счет периодов $ и Си 6) в 
3 раза увеличивает число клеток, способных к синтезу ДНК, 
следствием чего является возрастание митотического индекса в 
4,5 раза. 
оо в первые исследованные сроки после введения Н?З- 
тимидина среднее число зерен на меченую клетку было ое 
вым в опыте и в контроле (см. рис. 35), можно думать, что эстр 
не влияет на интенсивность синтеза ДНК в эпителии матки. и. 
Рис. 39 указывает на отсутствие различии В ре 
числа дерен серебра над иона, Кривые частоты 
с контроле и после : ; 
м ядер в эпителии матки ей 
трольных мышей однотипны и носят четкий одновер и 


< 2119= 
опыте 21,8 =0,5, в контроле 21, 
Ире реж ь озможности увеличения сте- 


тив В е 
== свидетельствует про : в 
м.  оидноСтИ клеточной популяции т матки при д 
о и. Матотщение времени $-периода, 
Можно предположить, 


‹ митозов, свя- 
процента меченых т 
регистрируемое по одре ты те 


О АНК, о чем говорит значительное 
ван ественников 3 и 
уменьшение продолжительности пресинтетического пер 


10 20 30 40 50 60 
Число зерен на клетну 
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сле введения 
лости матки резко 


3. ДЕЙСТВИЕ ЭСТРОГЕНОВ НА МИТОТИЧЕСКИЙ ЦИКЛ 
ЭПИТЕЛИЯ РОГОВИЦЫ 2 


Задача исследования заключалась в изучении возможных то- 
чек приложения действия эстрогенов в митотическом цикле эпи- 
телия роговицы — ткани, не являющейся специфической по отно- 


шению к данной группе гормонов. 
Митотический цикл в эпителии роговицы мышей линии СВА 


(самцов был подробно исследован методом радиоавтографии в 


работе Чумак (19636), которая получила следующие данные о 
продолжительности всего времени генерации клеток и отдельных 
периодов цикла:Г-—-72 часа при {;=81/>-1 час, с, —4 часа, = 
=3/. часа и 20,59 час. Общая продолжительность митотиче- 
ского цикла эпителия роговицы в этих опытах оказалась такой 
же, как и в более ранних исследованиях Уткина (1958), выпол- 
ненных на мышах с помощью облучения. 

В литературе имеются также данные о длительности отдель- 
ных периодов митотического цикла эпителия роговицы. Кобург 
и др. (КоБиге и. ЗеНиее, 1961; КоБиге и. Мацгег, 1962) ука- 


енов на митотический цикл эпителия 
подвергался. Для изучения этого 


(Р=0,01), что соответствует ра- 
нее полученным данным (см. гл. УП). 

снить, по каким путям осуществляется 
к при действии эстрона на эпителий ро- 
изменения в митотическом цикле при- 
тического индекса ткани в 1,4 раза. 


регуляция деления клето 
говицы, а именно: какие 
водят к увеличению мито 


2 См. Епифанова, 1964. 
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Автограф эпителия роговицы мыши через 6 часов после вве- 
дения Н3-тимидина 


Поперечный срез роговицы (4 и), эмульсия «М», экспозиция 
5 дней, окраска гематоксилином Майера. 


МГ 0/00 
15 


Число мечено митозов на 100 мит0306 


Эпителий Эпителий 


тим. 8 24 +8 72 96 
матки роговицы Время после Введения НЗ-титидина, часо! 


Рис. 41. Изменение митоти- Рис. 42. Изменение числа меченых 
ческого индекса (МГ) в митозов в эпителии роговицы у 
эпителии полости матки и мышей в различные сроки после 
эпителии роговицы у мышей введения НЗ-тимидина 

при действии эстрона Верхний график — контроль, нижний — 


Белые столбики — контроль, опыт. Каждый знак — данные по одно- 
черные — опыт му животному (среднее из 70—100 ми- 
тозов в контроле и в опыте) 


На рис. 42 видно, что в отличие от эпителия матки продол- 
жительность митотического цикла в эпителии роговицы на тех 
же сроках исследования одинакова у контрольных и подопытных 
мышей и равна примерно 70 час., что к с данными УТ- 
кина (1958) и Чумак (19636). При этом время “певнодя Зов: 
ляет в опыте и в контроле около 8 час., а периода 1 Около 
60 час. Продолжительность митоза в эпителии ры ри 4 
ствии эстрона, как было показано а с колхицин м. 

‹же не меняется. 
ы СТ рае улавливаемым по изменению 9 9- 
является сокращение в эпителии рогови 
ее с на 1 час продолжительности периода 
6 Е и появляются в контроле через 4 часа, 
2 (первые мечень, е введения изотопа). Однако труд 
а в опыте — через 3 часа после 


азличие, и к тому же оно 
оверно это р , 
_ СКОЛЬКО И екса в эпите- 
о ы увеличения ыитОтНеСОРО ИНАеКОЯ | 
ли г т под влиянием эстрона Ве , 
и роговиць 


ляет не менее 
продолжительность митотического цикла состав 


70 час. 194 


Напрашивалось два возможных объяснения этого несовпаде- 
ния: а) либо в эпителии роговицы, как и в эпителии матки, под 
влиянием эстрона увеличивается «пролиферативный пул», 6) ли- 
бо изменение какого-либо из периодов митотического цикла, 
предшествовавшее увеличению митотического индекса в эпите- 
ЛИИ роговицы, было кратковременным и закончилось до введе- 
ния изотопа, вследствие чего и не было уловлено при выбранных 
сроках фиксации материала. 

Таблица 24 


Синтез ДНК в эпителии роговицы при действии 


эстрона 
Е Индекс меченых Число зерен 
Группа клеток, % серебра 
Контроль ...... | 19,2—0,3 37,4=4,6 
| Р=0,04 Р>0,05 
О о вы: 122.500 33,1=2,2 


Для проверки этих предположений было поставлено два опы- 
та (в этих опытах Н3-тимидин закапывали мышам в глаз). 

Для определения пролиферативного пула в эпителии рогови- 
цы двум контрольным и двум подопытным мышам (последним 
сразу же после второй инъекции эстрона) вводили Н3З-тимидин 
по тому же принципу, который был описан в разделе 1, а имен- 
но —— через каждые 6 час. (интервал времени, более короткий, 
чем продолжительность 5-периода) в течение 79 час, (время ге- 
нерации клеток). 

Подсчеты показали отсутствие различий в числе клеток, спо- 
собных проходить митотический цикл, у контрольных (Ре = 
=93,2%) и подопытных (Р. =91,14%) животных, 

Для исследования синтеза ДНК в эпителии роговицы пяти 
контрольным и семи подопытным мышам было произведено од- 
нократное введение Н3-тимидина через 10 час. после второй инъ- 


екции эстрона; через 6 час. после введения изотопа все животные 
были забиты. 


Как следует из табл. 24, на данном сроке исследования 


(16 час. после введения эстрона) в эпителии роговицы подопыт- 
ных животных наблюдается увеличение индекса меченых клеток 
по сравнению с контролем. Это говорит о том, что повышению 
митотического индекса, обнаруживаемому в эпителии роговицы 
через 24 часа после введения эстрона (см. рис. 41), предшествует 
изменение процесса синтеза ДНК. 

Отсутствие различий в числе зерен серебра на меченую клет- 
ку в опыте и контроле (табл. 24) служит косвенным указанием на 
то, что в данном случае меняется не интенсивность самого синте- 
за, а ускоряется поступление клеток из периода С: в $-период, 
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В первой 
стимуляция 
наблюдается 
введение пре 
нию числа ку 
случае прекр 
данные (гл. ` 
позволяют п 


от количеств: 

Сравните: 
готической ат 
действия гор: 


следствием чего и яв 
ского индекса ткани. 
Таким ооразом, сопоставлен 


ляется - 
‚ ПО видимому, увеличение митотиче- 


учении митотичев е Реьтотов, полученных при 

а ыы И выявить ряд особенностей в действии эстро- 
А о и неспецифических по 

А. а й г т 

нию установленных особенностей, необтодаи не а 

ные радиоавтографического исследования действия ОЕ, 

инъекции эстрона на митотический цикл эпителия матки Этот 

материал будет изложен в следующем разделе. 


4. РАДИОАВТОГРАФИЧЕСКИЙ АНАЛИЗ 
ТОРМОЗЯЩЕГО ДЕЙСТВИЯ ПОВТОРНЫХ ИНЪЕКЦИЙ 
ЭСТРОГЕНА НА МИТОТИЧЕСКИЙ ЦИКЛ ЭПИТЕЛИЯ МАТКИ? 


В первой части исследования (см. гл. УП) было показано, что 
стимуляция митотического деления в эпителии матки у мышей 
наблюдается лишь после первых инъекций эстрона. Дальнейшее 
введение препарата (шесть и более инъекций) приводит к паде- 
нию числа клеточных делений с последующим новым подъемом в 
случае прекращения инъекций гормона. Имеющиеся в литературе 
данные (гл. У) и собственные наблюдения (гл. УП, раздел 3) не 
позволяют поставить получаемый эффект в прямую зависимость 
от количества вводимого эстрона. 

Сравнительная быстрота восстановления высокого уровня ми- 
тотической активности в эпителии матки после прекращения воз- 
действия гормоном первоначально давала основание предпола- 
гать, что блокирование происходит непосредственно ВИ 
лением клеток в митоз, то есть в премитотическом периоде 92. д- 
нако проведенное радиоавтографическое исследование продол- 

жительности митотического цикла и его периодов в эпителии 
матки привело к необходимости А Ну 
Поскольку М о ВИ на основании опытов с 
тельно короче, чем а ел 8), и длительность пернода син- 
колхицином (см. гл. УП, разд ческим периодом (5- С) не пре- 
теза ДНК вместе с премитоти мать НКО ВаВИе 
вышала нескольких часов, к о и повторных ИНЪекЦИЯх ЭСТ- 
числа митозов в эпителии мат жки клеток на одном из более 
рона является результатом задер 


ого цикла. 
ранних этапов т тоженным были поставлены опыты 
В соответствии с ВЫ периодов митотического 


какой из 
для выяснения вопроса о том, Е не 
Цикла эпителия матки наиболее чу 
к 1962, 1963; Епифа- 
$ См. Епифанова 19626; Епифанова и Смоленская, 
м. Епифанова, 26; 
нова, 1964. х. 


13 0. И. Епифанова 


действию повторных инъекций эстрона. Опыты были проведены 
на мышах весом 20—25 г, кастрированных за 20 дней до начала 
опыта. Подопытным животным ежедневно производили одно. 
кратную подкожную инъекцию 2,5 у эстрона в 0,1 мл масла. 

Мыши были разбиты на пять групп по три-четыре животных 
в каждой. Животным Г группы вводили только масло; животным 
И, ШГ и ТУ групп производили соответственно 2, би 8 инъекций 
эстрона; в \ группе после шести инъекций введение эстрона пре- 
кращали. Мышей 1—1[\ групп забивали через сутки после по- 


Таблица 25 


Митотический индекс (МГ), индекс меченых клеток (Г), процент меченых 
митозов и среднее число зерен серебра на меченую клетку в эпителии матки 
через 4 часа после введения НЗ-тимидина мышам, подвергнутым действию 


эстрона 
и 
Группа Воздействие МГ, 4 О И зеды 
тозов.% 
Т | Контроль 2 0,2+0,02 | 0,8-0,4 |400 22,5+4,5 
П |2 инъекции эстрона . 28,0-7,9 4,7-1,2 99 21,5 
ПТ |6 инъекций эстрона . 9,3=3,3 3,3—=1,1 97 22,0—1,1 
ГУ |8 инъекций эстрона .. 9,8=5,7 3,0-1,4 100 20}3=0,5 
У | Прекращение введения 
эстрона после 6 инъек- 
С ое АИ 23,7-3,4 8,3=0,0 | 100 2,6=0,7 


следней инъекции, У группы — на 3-й день после прекращения 
введения гормона. За 4 часа до забоя всем мышам вводили внут- 
рибрюшинно по 15 иС Н3-тимидина в 0,1 мл физиологического 
раствора. 

По этой схеме в разное время было поставлено два опыта: 
один на мышах линии СВА, другой на беспородных мышах; ис- 
пользовали Н3З-тимидин с удельной активностью: в первом опыте 
2,5 С/ТМ, во втором 3 С/тМ. Автографы матки готовили по ме- 
тодике, описанной в гл. УП. 

Результаты опытов представлены в виде графиков, отражаю- 
щих изменения ряда показателей в клетках эпителия матки в за- 
висимости от применяемого воздействия (рис. 43 А— В). Рис. 43 А 
содержит данные первого опыта, носившего в известной мере 
предварительный характер; в этом опыте по техническим причи- 
нам не мог быть получен материал от животных ГУ группы 
(восемь инъекций эстрона). На рис. 43Б, В изображены ре- 
зультаты второго опыта, поставленного на большем числе жи- 
вотных. Исходные значения средних величин, ОДО 
при построении графиков на рис. 43Б, В, приведены в табл. 25. 
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Из рассмотрения данных таблицы и рисунков следует, что 
Число митозов в эпителии матки значительно возрастает после 
двух инъекций эстрона, падает после шести инъекций, сохра- 
няется на том же уровне при увеличении числа инъекций до 
восьми (рис. 43Б), но вновь повышается, если прекратить вве. 
дение препарата (рис. 4ЗА и 43В). Эти сдвиги сопровожда- 
ются параллельными и аналогичными изменениями числа мече- 
ных клеток, в то время как число меченых митозов и число зерен 
серебра на меченую клетку практически не меняются на всем 
протяжении эксперимента. Небольшое увеличение числа зерен 
серебра после двух инъекций эстрона (см. рис. 43 А) не является 
достоверным. 

Отсутствие изменений в числе зерен серебра на меченую 
клетку при повторных инъекциях эстрона указывает на то, что 
интенсивность синтеза ДНК при этом не падает, так как в про- 
тивном случае число зерен должно было бы уменьшиться. Сле- 
довательно, прохождение клетками 5-периода не нарушается. 

Тот факт, что на всех сроках исследования в эпителии матки 
практически отсутствуют немеченые митозы, свидетельствует и 
об отсутствии блокирования перехода клеток из периода С. в 
митоз. В случае возникновения такого блока при повторных 
инъекциях эстрона в эпителии матки должны были бы накап- 
ливаться клетки, закончившие синтез ДНК (поскольку его ин- 
тенсивность не снижается) и готовые к делению. 

Если бы после прекращения инъекций эстрона митотиче- 
ский индекс возрастал главным образом за счет этих накопив- 
шихся в периоде С» клеток, то снятие ‘блока проводило бы к уве- 
личению числа немеченых митозов в эпителии матки, но этого 
не происходит. Те клетки, которые делятся во время наиболь- 
шего снижения митотического индекса, поступают из 5-периода 
в митоз, по-видимому, без всякой задержки в периоде Со, так 
как все они содержат метку, включенную за 4 часа до начала 
деления. Таким образом, ни интенсивность синтеза ДНК, ни про- 
хождение клетками постсинтетического периода при повторных 
инъекциях эстрона не нарушаются. В то же время повышению и 
снижению числа митозов на протяжении опыта соответствуют 
аналогичные изменения числа меченых клеток, то есть клеток, 
синтезирующих ДНК. 

Поскольку интенсивность самого синтеза, как уже было ска- 
зано, не меняется, падение митотической активности в эпителии 
матки при повторных инъекциях эстрона может быть связано 
только с уменьшением числа клеток, способных начинать син- 
тез ДНК, иными словами с блокированием перехода клеток из 
пресинтетического периода С; в $-период. Следует отметить, 
что это блокирование является неполным (рис. 43 А и 43В), так 
как часть клеток продолжает синтезировать ДНК, проходить 
период С2 и вступать в митоз, в результате чего митотический 


196 


ность неп 
собой акт 
например 
диола ак 
дометрии 


индекс не снижается до исходного 
ния эстрона снимает блок в 
возрастает. 


Полученные результ Е 
предыдущей аа я Е в соответствии с данными 
| } ь рои было показано, что и стимуляция 
деления клеток в эпителии матки при лвук 7 
эстрона связана, главным образом м 
он ‚› с увеличением числа клеток, 
спосооных синтезировать ДНК, в то время как интенсивно 
о синтеза и продолжительность периода (5 не тя 
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дгр и Кэлхаун (Естеп а. Са!Шоип, 1959, 1961; Еаетгеп, 
1961) приводят большой фактический материал о тормозящем 
действии ряда стероидных гормонов, в том числе кортикосте- 
роидов, на рост матки у крыс ‘и мышей при действии эстроге- 
нов. Это позволило им высказать гипотезу о существовании в 
организме системы «эстрогенных буферов» стероидной природы. 
Однако убедительных экспериментальных данных в подтверж- 
дение этой гипотезы пока не получено. 

Еще менее вероятна в условиях проведенных опытов возмож- 
ность непосредственного превращения эстрона, представляющего 
собой активный эстроген, в неактивную форму, какой является, 
например, 17а-эстрадиол, подавляющий способность 17В-эстра- 
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и во многих тканях эстрон превращается главным образом ь 
17В-эстрадиол и обратно, но ни тот, ни другой не превращаютс 
в 17а-эстрадиол. 
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5. ОСОБЕННОСТИ РЕАКЦИИ НА ЭСТРОГЕН ТКАНИ-МИШЕНИ 
И НЕСПЕЦИФИЧЕСКОЙ ТКАНИ 


Сопоставление данных радиоавтографического изучения МИ- 
тотических циклов и кинетики клеточных популяций в эпителий 
матки и эпителии роговицы у мышей при введении эстрона поз- 
воляет выявить ряд особенностей в действии эстрогенов на де- 
ление клеток В специфических И неспецифических по отношению 
К НИМ тканях. 

Теоретически можно себе представить следующие варианты 
контроля митотического цикла, осуществляемые путем воздей- 
ствий на его пусковые механизмы: 


1. Увеличение или уменьшение пролиферативчого пула кле- 


точной популяции. Вызывается воздействиями, побуждающими 
клетки вступать в 


митотический цикл или выходить из него. 
2. Сокращение или увеличение продолжительности митотиче- 
ского цикла, обусловленное воздействиями, вызывающими от- 
носительно равномерное ускорение или замедление прохождения 
клетками всех периодов цикла, в том числе самого митоза. 

3. Увеличение продолжительности митотического цикла 
вследствие временной задержки (блокирования) клеток в каком- 
либо одном периоде (этапе) цикла, сопровождающееся вступле- 
нием в следующий период (этап) одновременно большого числа 
клеток после прекращения воздействия. 

В опытах с изучением действия эстрона на деление клеток 
в эпителии матки и эпителии роговицы мышей проявились раз- 
личные варианты контроля митотического цикла. 

Действие эстрона на митотический цикл эпителия матки — 
ткани, специфически реагирующей на гормон, иллюстрирует 
рис. 44 (черные стрелки). В случае кратковременного действия 
эстрона в эпителии матки увеличивается пролиферативный пул, 
то есть число клеток, способных проходить митотический цикл 
(что подтверждает представления Суонна о глубоких метаболи- 
ческих сдвигах в тканях-мишенях под влиянием эстрогенов), 
и сокращается время прохождения клетками периодов $ и С, 
(что ранее не было исследовано). Оба эти процесса полностью 
покрывают наблюдаемое увеличение митотического индекса 
ткани в результате эстрогенной стимуляции и, следовательно, 
могут считаться основными событиями в регуляции митотиче- 
ского цикла в выбранных условиях введения эстрона. 

Полученные результаты показывают, что эстрогены вызыва- 
ют глубокие перестройки в клетках эпителия матки, не влияя 
непосредственно на вступление клеток в деление и на ход само- 
го митоза. В свете современных данных о механизме действия 
эстрогенов на клеточный метаболизм (Мюллер и др., ем. гл. УТ) 
такой ответ представляется вполне закономерным. В настоящее 
время установлено, что одной из первых реакций тканей-мише- 
ней (и в том числе матки) на введение эстрогена является уси- 
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Рис. 44. Схема действия эстрона на 
митотический цикл эпителия матки 
(черные стрелки) и эпителия рогови- 
цы (белые стрелки); плюс означает 
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шее действие эстрона 
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Рис. 45. Предполагаемые пути воздействия эстрона на деление 
клеток в ткани-мишени и неспецифической ткани 
Рс— пролиферативный пул, МДЦ — митотический цикл, М/— митоти- 
ческий индекс 


зоксирибозы на уровне дифосфатов, пополняя фонд предшеет- 
венников ДНК; однако эта реакция‘ подавляется трифосфатами 
некоторых дезоксирибонуклеозидов, и синтез ДНК останавлива- 
ется (Гуез еЁ а[., 1963). Не случайно поэтому при повторном 
введении эстрона подавляются процессы, протекающие в пре- 
синтетическом, а не в премитотическом периоде, как предпола- 
галось раньше. 

Рис. 44 (белые стрелки) показывает также действие эстро- 
на на митотичёский цикл эпителия роговицы — ткани, не являю- 
щейся специфической в отношении гормона. В случае кратко- 
временного действия эстрона в эпителии роговицы мышей имеет 
место сокращение продолжительности премитотического периода 
С> на '/л часть времени этого периода. 

На первый взгляд может показаться, что это подтверждает 
точку зрения Буллоу, разделяемую и Суонном, о действии эстро- 
генов на неспецифические ткани (энергетический стимул перед 
митозом). Однако это сокращение настолько незначительно, что. 
оно не может служить причиной повышения митотического ин- 
декса, которое происходит, по-видимому, главным образом за 
счет ускорения перехода клеток к синтезу ДНК благодаря ма 
быстрому формированию предшественников (переход С, —5). 
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Рис. 45. Предполагаемые пути воздействия эстрона на деление 
клеток в ткани-мишени и неспецифической ткани 
Рс— прслиферативный пул, МЦ — митотический цикл, М/— митоти- 
ческий индекс 
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Предполагаемые пути воздействия эстрона на деление клеток 
в ткани-мишени и неспецифической ткани показаны на рис. 45. 

Рассмотренный материал позволяет думать, что в ткани, 
специфически реагирующей на эстрон (эпителий матки), и 
неспецифической ткани (эпителий роговицы) может суще- 
ствовать общая система, чувствительная к данному гормону 
(предположительно этапы формирования предшественников 
ДНЮ. 

Наряду с этим в специфических тканях имеется еще одна 
система, чувствительная к эстрогенам, которая пока не обнару- 
жена в неспецифических тканях (предположительно этапы син- 
теза и-РНК и белкового синтеза, идущего с участием раствори- 
мых РНК). По-видимому, белки (белок), образование которых 
начинается после введения эстрогенов, имеют прямое отноше- 
ние к системам регуляции, включающим синтез ДНК. 

Существование перечисленных путей контроля митотического 
цикла не исключает возможного действия эстрогенов на другие 
звенья обмена, которые могут ‘быть выявлены в различных 
условиях опыта. 


ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
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Подведем некоторые итоги рассмотренному в настоящей 
книге литературному и собственному экспериментальному мате- 
риалу. Как мы видели, существуют две основные точки зрения 
по вопросу о путях воздействия эстрогенов на деление клеток 
в тканях сформированного организма. Согласно одной из них 
(№. $. ВиЦоцеНн, 1952, 1955, и др.), эстрогены действуют как 
энергетические стимуляторы деления непосредственно перед 
вступлением клеток в митоз. Другая концепция (З\уапп, 1958) 
предполагает, что наряду с этим в некоторых тканях эстрогены 
<пособны вызывать индуктивное переключение всего типа мета- 
болизма клеток на синтез нуклеиновых кислот и белков, необ- 
ходимых для построения митотического аппарата. В отличие от 
Буллоу, Суонн признает существование качественных особен- 
ностей в действии эстрогенов на разные типы тканей. Строгие 
экспериментальные доказательства в пользу каждого из этих 
представлений отсутствуют. 

Для правильной оценки различий в характере действия эстро- 
гена на размножение клеток удобнее всего сравнивать между 
собой ткани, различающиеся по специфичности реакции на дан- 
ный гормон. Органы и ткани, специфически отвечающие на вве- 
дение эстрогенов суммой реакций, приводящих к их росту, полу- 
чили название органов-мишеней и тканей-мишеней. Более точ- 
ные критерии специфичности реакции ткани на эстроген отсут- 
ствуют, и, следовательно, понятие ткани-мишени по отношению 
к данной группе гормонов нуждается в дальнейшей эксперимен- 
тальной расшифровке. 

В последнее время значительные успехи достигнуты в иден- 
тификации первичных звеньев внутриклеточного метаболизма 
органов-мишеней, подвергающихся действию эстрогенов. Были 
получены новые факты, которые привели к представлению об 
активации эстрогенами генетического аппарата клетки путем 
связывания репрессора. Однако результаты этих работ не поз- 
воляют судить о том, каким образом первоначальная активация 
тена гормоном приводит в действие всю цепь событий, завер 
чпающихся митозом. Совсем неизученными в этом плане явля- 
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Постановка задач 
и обусловила два основных Ё 
довании: этапа в иссле 
1) изучение митотического режима ткани-мишени и неспе- 
пифической (контрольной) ткани в условиях нормального и на- 
рушенного баланса эстрогенов в организме; 
Я) анализ митотического цикла и кинетики клеточных по- 
пуляций сопоставляемых тканей при действии эстрогенов. 
Исследование было начато с изучения митотического режима 
эпителия матки и эпителия роговицы на протяжении эстраль- 
чого цикла мыши. Было показано, что митотическая активность 
эпителия матки неодинакова на разных стадиях эстрального 
цикла и выражается двухвершинной кривой с максимумом кле- 
точных делений в проэструсе и в начале диэструса. Первый подъ- 
ем числа делящихся клеток совпадает во времени с интенсивным 
разрастанием эпителия матки в проэструсе, второй — с процес- 
сом регенерации эпителия. В эпителии роговицы аналогичные 
колебания митотической активности отсутствуют. 
Вполне правомерно было объяснить первый подъем митоти- 
ческой активности эпителия матки в проэструсе повышением 
‘в крови. Однако оставалось нясным, 
концентрации эстрогенов р - 
ч тся причиной быстрого снижения митотической актив- 
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жается до нуля. Таким образом, активация желтых тел после 
спаривания не способствовала повышению митотической актив. 
ности эпителия матки у мышей, и причины второго подъема 


числа митозов во время эстрального цикла оставались невыяс- 
ненными. 


С целью дальнейшего анализа вопроса была предпринята 
попытка создания такой экспериментальной модели, которая бы 
в известной мере отражала митотический режим эпителия матки 
в процессе эстрального цикла. Организм кастрированной мыши 
насыщали в течение некоторого ‘времени эстроном (путем по- 
вторных инъекций), а затем прекращали его введение, имитируя 
таким образом сдвиги в содержании эстрогенов в крови нор- 
мально циклирующих мышей. 

Было обнаружено, что только первые две — четыре инъекции 
эстрона стимулируют деление клеток в эпителии матки. При уве- 
личении количества инъекций эстрона до шести и более происхо- 
дило снижение митотической активности, которое сменялось но- 
вым подъемом числа делящихся клеток в случае прекращения 
введения препарата; этот подъем можно было обнаружить на 
третий — пятый день после прекращения инъекций гормона. 

В противоположность этому прекращение введения эстрона 
в период максимальной митотической активности эпителия мат- 
ки после двух инъекций вызвало на третий день снижение числа 
митозов в ткани с последующим повышением на пятый день. 

Полученные результаты свидетельствовали о регуляционном 
характере сдвигов в митотическом режиме эпителия матки при 
повторном введении мышам эстрона и после прекращения воз- 
действия. Регуляционный характер наблюдаемых изменений ми- 
тотической активности был подтвержден и в опытах с однократ- 
ным введением мышам больишюй дозы эстрона, которая также 
вызывала значительное увеличение митотического индекса в эпи- 
телии матки. Это показало, что торможение митотической актив- 
ности после шести повторных инъекций эстрона не является ре- 
зультатом абсолютного увеличения содержания гормона в орга- 
низме. Прежде чем исследовать вопрос о причинах развивающе- 
гося торможения митотической активности, важно было выяс- 
нить, какие факторы участвуют в регуляции этого феномена и 
насколько глубоким оказывается наблюдаемое подавление кле- 
точного деления. : 

В первую очередь было исследовано действие гормона жел- 
того тела — прогестерона. Оказалось, что ежедневное введение 

мышам прогестерона (пять инъекций) вызывает многократное 
увеличение числа делящихся клеток в эпителии матки. Однако 
в условиях 5-дневного введения прогестерона после шести пред- 
варительных инъекций эстрона митотический индекс оставался 
низким. Отсюда был сделан вывод, что прогестерон не о. 
тем фактором, отсутствие которого может влиять на торможени 
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- особенности митотического режима ткани-мишени 
в различных условиях воздействия эстрогенами, можно было пе- 
рейти к основной задаче исследования — сравнительному изуче- 
нию регулирующего влияния эстрогенов на митотический режим 
ткани-мишени и контрольной ткани. Первые же опыты показали, 
что две инъекции эстрона вызывают многократное увеличение 
числа митозов в эпителии матки у мышей и оказывают менее 
значительное, но отчетливое стимулирующее действие на митоти- 
ческую активность эпителия роговицы тех же животных. Таким 
образом, выбранные условия проведения опытов позволяли од- 
новременно получать эстрогенную стимуляцию деления клеток в 
эпителии матки и в эпителии роговицы у одного и того же жи- 
вотного, что давало возможность проводить параллельный ана- 
лиз особенностей реакции на эстроген каждой из исследуемых 
тканей. Для анализа причин наблюдаемых различий в реакции 
на эстроген в обеих тканях с помощью колхицинового метода бы- 
ла определена продолжительность митоза и интерфазы до и пос- 
ле воздействия гормоном. Оказалось, что введение эстрона не 
изменяет продолжительности митоза ни в эпителии матки, ни в 
эпителии роговицы у мышей, в то время как продолжительность 
интерфазы каждой ткани сокращается пропорционально увели“ 


кого индекса. 

ое, разиниЯ в сокращении времени интерфазы 
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ляторов митоза можно было ожидать, 
тшень, и контрольная ткань) при крат- 
эстрогеном будут реагировать на гор- 
мон увеличением числа митозов. Однако, в отличие от результа- 
тов опытов ш Ухо, в условиях 5-часовой инкубации органов по 
Буллоу с добавлением в среду эстрогена в эпителии матки 
наблюдалось лишь незначительное увеличение митотического 
индекса, а число клеточных делений в эпителии роговицы сни- 
жалось. Таким образом, данные, полученные в опытах с инкуба- 
цией, свидетельствовали против предположения Буллоу об уни- 


версальном характере действия эстрогенов как энергетических 
стимуляторов деления клеток. 


После того как был ‘охарактеризован митотический режим и 


получены предварительные сведения о точках приложения дей- 
ствия эстрона в ткани-мишени и неспецифической ткани, можно 
было перейти ко второй части исследований, содержанием кото- 
рой явилось радиоавтографическое изучение митотических цик- 
лов и кинетики клеточных популяций сопоставляемых тканей 
при действии эстрона. 

Прежде всего был определен митотический индекс в эпителий 
матки и эпителии роговицы. Было показано (в соответствии с 
результатами первых опытов), что эстрон вызывает достоверное 
увеличение числа митозов как в той, так и в другой ткани, но в 
эпителии матки — в 4,5 раза, а в эпителии роговицы — в 1,4 раза. 
Далее было исследовано действие эстрона на митотический ЦИКЛ 
обеих тканей. Было установлено, что продолжительность митоти- 
ческого цикла в эпителии матки сокращается после введения эст- 
рона в 1,5 раза главным образом за счет ускоренного поступле- 
ния клеток из пресинтетического периода С в период синтеза 
ДНК ($-период). Аналогичная картина наблюдалась и в эпите- 
лии роговицы. 

Как показали расчеты, сокращение митотического цикла в 
эпителии роговицы при постоянном времени митоза вполне могло 
обеспечить прирост числа делящихся клеток в 1,4 раза. Однако 
сокращение в 1,5 раза длительности митотического цикла в эпи- 
телии матки явно не покрывало наблюдаемого четырехкратного 
увеличения митотического индекса этой ткани. Отсюда следова- 
ло, что действие эстрона на ткань-мишень не ограничивается 
ускорением прохождения клетками митотического цикла. А 

Для дальнейшего анализа вопроса в обеих исследуемых тка- 
нях был определен процент клеток, способных синтезировать 
ДНК, иначе говоря, пролиферативный пул ткани. Оказалось, о 
введение эстрона в 3 раза увеличивает пролиферативный пул 


в эпителии матки, в то время как в эпителии роговицы он остает- 
ся без изменений. 
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В итоге исследования было установлено, что под влиянием 
эстрона в ткани-мишени (эпителий матки) происходит как УВе- 
‘личение числа клеток, способных проходить митотический цикл 
(что подтверждает точку зрения Суонна), так и сокращение вре- 
мени прохождения клетками цикла (что ранее не было исследо- 
вано). Оба эти процесса полностью покрывают наблюдаемое 
увеличение митотического индекса в результате гормональной 
стимуляции и, следовательно, могут считаться основными собы- 
тиями в регуляции митотического цикла ткани-мишени при ис- 
пользованной дозе эстрона. Полученные результаты показали, 
что эстрон вызывает глубокие перестройки в клетках эпителия 
матки, не влияя в то же время на переход клеток из премитотиче- 
ского периода в митоз и на ход уже начавшегося деления. 

В неспецифической ткани (эпителий роговицы) эстрон также 
затрагивает в основном процессы, связанные с синтезом днк, 
свидетельствуя тем самым против предположения Буллоу об 
эстрогенах как стимуляторах, действующих в премитотическом 
периоде. Тем не менее существенным отличием действия эстрона 
на эпителий роговицы по сравнению с действием на эпителий 
матки является отсутствие изменений в числе клеток, способных 
п митотический цикл. 

Ро результаты, полученные методом радиоавтографии, а 
рошо согласуются с данными биохимических исслед о. 
было показано, что первичное дей 
едем канях-мишенях направлено на усиление син- 
ствие эстрогенов В ТК; ежи а чедующим усилением 
теза информационно" тотовности к синтезу 
в них белкового синтеза и ее го проявилось в уве- 
ДНК. Можно полагать, что тж ин, сот Кабзетая 
дичении пролифер ецифической по отношению к эстрону, 
ткани, не являющейся сп и, Сотвидимому, лишь на 
то в данном случа ни готовности к синтезу ДНК. 
клетки, находя й озволяет думать, что В ткани, 
Представленнь рон (эпителий матки), и в 
специфически реагирующе роговицы) может существо- 
неспецифической ткани .. ительная к данному гормону (предпо- 
вать общая система, чувств 
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ложительно этапы формирования предшественников ДНК). Воз- 
действие на эту систему приводит к ускорению прохождения 
клетками митотического цикла. Наряду с этим в специфических 
тканях ‘имеется еще одна система, чувствительная к эстрогенам, 
которая пока не обнаружена в неспецифических тканях (предпо- 
ложительно этапы ‘синтеза и-РНК и белкового синтеза). По-види- 
мому, белки (или белок), образование которых начинается после 
введения эстрогенов, имеют прямое отношение к механизмам 
регуляции синтеза ДНК. Воздействие эстрогенов на эту систему 
побуждает клетки вступать в митотический ЦИКЛ. 

Резюмируя вышеизложенное, можно сказать, что отличитель- 
ной особенностью органа- и ткани-мишени в реакции на эстроген 
является наличие в них эстрогеночувствительной системы, обес- 
печивающей в ходе реакций приобретение новыми клетками спо- 
собности к прохождению митотического цикла и синтезу ДНК, 
что в конечном итоге приводит к росту ткани (органа). 

В настоящем исследовании невыясненным оставался вопрос 
о причинах падения митотической активности эпителия матки 
при повторном введении эстрона, сменяющегося новым подъемом 
числа делящихся клеток в случае прекращения инъекций гор- 
мона. Радиоавтографический анализ этого процесса показал, 
что угнетение деления клеток при продолжающемся введении 
эстрона вызвано главным образом блокированием способности 
клеток переходить из пресинтетического периода в период синте- 
за ДНК (блок (1—5) с последующим одновременным вступле- 
нием в синтез большого числа клеток после прекращения во3- 
действия. При этом прохождение клетками премитотического 
периода не нарушается, и они беспрепятственно вступают в 
мито3з. Таким образом, в случае тормозящего действия повтор- 
ных инъекций эстрона на деление клеток эпителия матки (как И 
в условиях эстрогенной стимуляции) в митотическом цикле за- 
трагиваются не заключительные этапы интеркинеза и не сам ми- 
тоз, а процессы, предшествующие синтезу ДНК. Этот факт сви- 
детельствует против того, что в феномене развивающегося тор- 
можения митотической активности эпителия матки могут 
принимать непосредственное участие быстро действующие пре- 
митотические ингибиторы (типа адреналина и т. п.). 

Устойчивость наблюдаемых сдвигов митотической активности 
эпителия матки (торможение при повторном введении эстрона 
и последующий подъем после прекращения инъекций) к влия- 
НИЮ различных факторов и очевидная общность точек приложе- 
НИЯ действия эстрона в митотическом цикле ткани в условиях 
стимуляции И торможения митозов позволяют предполагать су- 
ществование в эпителии матки собственного гомеостатического 
механизма, способного регулировать митотический режим (по- 
добно тому, как это было показано, например, для печени). 

В пользу этого свидетельствуют также данные о возможности 
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шенной чувстви? 
переставали реаг 
эстрона в качест 
митотическом Ц; 
«пункт необратий 

Согласно [69: 
бытий на протяж 
довательной акту 
приводит К воЗн 
10 время которы 


влияния эстрогенов на мех 

е механизмы у щ 
6 ь ы регулирую бр 
предшественников ДНК по типу обратной сы ее 


Радиоавтографический - 
В клекоаною о эстрона как стимуля- 
исследования выявить различные в лил в рамках настоящего 
ского цикла. : арианты контроля митотиче- 

Так, в случае кратковременного действия эстрона на ткань- 

мишень возрастало число клеток, способных проходи 
ский цикл, то есть у х проходить митотиче- 
увеличивался пролиферативный пул ткани. 

Кроме того, при к й в у 

ри кратковременном действии эстрона как на 
ткань-мишень, так и на контрольную ткань имело место ускоре- 
ние прохождения клетками митотического цикла. Наконеи, 
вЛовияь повторного действия эстрона на ткань-мишень можно 
было наблюдать возникновение в митотическом цикле блока, 
препятствовавшего переходу клеток из пресинтетического перио- 
да в период синтеза ДНК. 

То обстоятельство, что в клетках эпителия матки, которые 
к моменту введения эстрона уже начинали синтез ДНК, послед- 
ний продолжался с обычной интенсивностью, указывало на су- 
ществование в митотическом цикле определенного этапа повы- 
шенной чувствительности к эстрону, пройдя который клетки 
переставали реагировать на гормон. Таким образом, применение 
эстрона в качестве анализатора позволило идентифицировать в 
митотическом цикле эпителия матки критический период и 
«пункт необратимости» (по Мэзия). 

Согласно современным представлениям, направленность со- 
бытий на протяжении митотического цикла определяется после- 
довательной активацией одних генов и репрессией других, что и 
приводит к возникновению критических периодов (состояний), 
во время которых происходит смена типов синтеза специфиче- 
ских макромолекул, необходимых для синтеза редупликации 
ДНК, нормального прохождения клетками митотического а 
и вступления их В митоз. При этом активаторами генов рых - 
торами) могут служить различные факторы, в том числе и гор 
моны. В настоящем исследовании эстрон являлся, по-видимому, 
И вы наличия и биологическом значении критиче- 
4 ВЕ а в митотическом цикле сформированных клеток 
о отношениях сближаются с существующими взглядами 


ом развитии 
периодов В эмбриональн 
в а у шенной чувствительно- 


предполагать, что подобный 

дическом возникновении 

Е й льтате последовательной активации 

и е только на события митоти- 

отдельных ры а круг явлений, создавая 

о - оптимального функционирования различных Ио 
логических систем. 
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